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Lafoensia pacari é uma espécie nativa do Cerrado brasileiro conhecida 
popularmente como dedaleira e mangava-brava. Suas cascas são utilizadas como 
tônico e no tratamento de inflamações, úlceras gástricas, feridas, febre e vários tipos 
de câncer. Estudos anteriores demonstraram que o extrato metanólico desta espécie 
apresenta atividade promissora, induzindo a morte de células de diferentes 
linhagens tumorais. O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo químico e 
biomonitorado de extratos e frações de L. pacari, sobre células leucêmicas U-937 e 
de câncer colorretal HRT-18. O extrato metanólico foi fracionado por Cromatografia 
de Partição Centrífuga e suas frações foram submetidas ao ensaio de citotoxicidade 
e clonogênico, assim como os extratos. Os mesmos também foram analisados por 
LC-DAD-MS, nos quais foram identificados a presença de ácido elágico e seus 
derivados glicosilados, catequinas, bem como isômeros de punicalina, punicalagina 
e pedunculagina I. As cascas de L. pacari demonstraram serem ricas em taninos 
hidrolisáveis, ácido elágico e seus derivados, a maioria delas descritas pela primeira 
vez nesta espécie. A mistura destas substâncias presentes nas frações foi capaz de 
induzir a morte de células tumorais em proliferação e impedir a duplicação de células 
clonogênicas, semelhante ao observado para o extrato metanólico. Os resultados 
apresentados neste trabalho sugerem que as atividades biológicas das cascas 
usadas pela população do Cerrado para o tratamento do câncer é devido aos efeitos 
indutores de apoptose promovidos pela mistura de elagitaninos. 
 








Lafoensia pacari is a native species of the Brazilian Cerrado popularly known 
as “dedaleira” and “mangava-brava”. The barks have been used as a tonic and to 
treat inflammation conditions, gastric ulcers, wounds, fevers, and various types of 
cancer. Studies previously reported demonstrated that the methanolic extract of this 
species shows promising activity, inducing the death of cells from different tumor 
lines. The aim of this work was to perform a chemical and biomonitoring study of L. 
pacari extracts and fractions on U-937 leukemic and HRT-18 colorectal cancer cells. 
The methanolic extract was fractionated by Centrifuge Partition Chromatography and 
its fractions were submitted to the cytotoxicity and clonogenic assay, as well as the 
extracts. They were also analyzed by LC-DAD-MS and were identified as ellagic acid 
and its glycosylated derivatives, catechins, as well as punicalin, punicalagin, and 
pedunculagin I isomers. The barks of L. pacari are rich in hydrolysable tannins, 
ellagic acid and their derivatives, most of them reported for the first time in this 
species. The mixture of these compounds present in the fractions was able to induce 
the death of proliferating tumor cells and abrogate the growth of clonogenic cells, 
similar fashion showed by the methanolic extract. The results presented in this work 
suggest that the biological activities of the barks used by Cerrado’s population to 
treat cancer conditions are due to the apoptogenic effects promoted by a mix content 
of ellagitannins. 
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O Brasil é considerado um dos principais países em termos de 
biodiversidade, com mais de 20% do número total de espécies da terra. Esta 
biodiversidade é resultado da imensa extensão territorial (8,5 milhões km2) e 
presença de diferentes zonas climáticas, as quais formam zonas biogeográficas 
distintas ou biomas, denominados de Amazônia, Cerrado, Mata Atlântica, Pantanal, 
Caatinga e Pampa (SNIF, 2016). 
Representando o bioma com a segunda maior área do país (2 milhões km2), 
o Cerrado brasileiro apresenta uma vegetação bem adaptada às condições 
específicas de solo e clima (Novaes Gomes and Shepherd, 2000). Muitas das 
espécies nativas dessa região têm sido utilizadas popularmente para fins medicinais 
desde o período de colonização e foram descritas por pesquisadores europeus 
durante expedições realizadas pelo interior do Brasil, por volta do século XIX 
(Brandão et al., 2012; Netto, 1865). 
Dentre elas, encontra-se a Lafoensia pacari A. St.-Hil., Lythraceae, 
popularmente conhecida como "dedaleira" ou "mangava-brava". Na medicina 
popular, as cascas do caule são preparadas por decocção ou maceração em água 
gelada e usadas principalmente como tônico, no tratamento de úlceras gástricas (da 
Mota Menezes et al., 2006; Tamashiro Filho et al., 2012), processos inflamatórios, 
febre e câncer (Solon et al., 2000). 
O potencial terapêutico da L. pacari tem sido objeto de estudo de diferentes 
grupos de pesquisa, confirmando e estendendo o seu uso medicinal. Nosso grupo 
também tem contribuído para o entendimento de seus efeitos biológicos, avaliando o 
potencial tóxico de seus derivados frente a diferentes linhagens tumorais humanas. 
Os resultados se mostraram promissores para todas as linhagens testadas, inclusive 
para a de câncer colorretal HRT-18 (Marcondes et al., 2014). Entretanto, pouco se 
sabe sobre a constituição química desta espécie e a(s) substância(s) responsável 
(eis) por esta atividade. 
Desta forma, considerando o uso popular da L. pacari no tratamento do 
câncer, os resultados promissores demonstrados em estudos anteriores realizados 
pelo nosso grupo de pesquisa, bem como a falta de informações sobre as 
substâncias ativas responsáveis pelo seu efeito farmacológico, justifica-se a 





2.1 OBJETIVO GERAL 
Realizar o estudo químico e biomonitorado de extratos e frações de 
Lafoensia pacari A. St.-Hil., Lythraceae, sobre células de carcinoma de cólon HRT-
18 e leucêmica U-937. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
a) Realizar o fracionamento do extrato metanólico de cascas de L. pacari; 
b) Caracterizar e identificar as substâncias presentes nos extratos e frações 
de L. pacari; 
c) Avaliar a atividade citotóxica in vitro dos derivados de L. pacari sobre 
células de carcinoma de cólon HRT-18 e leucêmica U-937; 
d) Correlacionar as substâncias identificadas nos derivados de L. pacari com 




3 REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 Lafoensia pacari A. St.-Hil., LYTHRACEAE 
Conhecida popularmente como pacari, mangava-brava, dedaleira e dedal, a 
Lafoensia pacari A. St.-Hil. é uma espécie nativa pertencente a família Lythraceae, 
descrita pelo botânico francês Auguste de Saint-Hilaire em uma de suas expedições 
pelo interior do Brasil, por volta de 1830. Seu nome científico provém do nome 
regional de origem tupi “pacari”, que significa “árvore de madeira preciosa”, 
enquanto que o nome do gênero Lafoensia foi atribuído em homenagem ao duque 
de Lafões (Lafoens, em francês), ex-presidente da Academia de Ciências de Lisboa 
(Cabral and Pasa, 2009; Nicholson, 1895-1896). 
A espécie L. pacari é uma árvore decídua naturalmente encontrada na 
Bolívia, leste do Paraguai e em diversos estados brasileiros (Figura 1), 
principalmente em regiões de florestas de altitude e no Cerrado (Carvalho, 1994; 






Figura 1. Distribuição geográfica brasileira da espécie Lafoensia pacari A. St.-Hil., 
Lythraceae e dos principais biomas brasileiros. 
Distribuição geográfica da espécie e dos principais biomas representados em A e B, respectivamente. Detalhe para 
a distribuição da L. pacari em regiões de Mata Atlântica, a qual é constituída por um conjunto de formações 
florestais, como a Floresta Ombrófila Mista. 
Fonte: (A) Flora do Brasil (2017); (B) SNIF (2016). 
 
O tamanho das árvores de L. pacari pode variar de acordo com o local onde 
se encontram. Quando cultivadas em regiões de Floresta Ombrófila Mista (Floresta 
com Araucária), elas apresentam de 5 a 15 m de altura e 20 a 40 cm de diâmetro, 
podendo atingir até 25 m de altura e 60 cm de diâmetro, na idade adulta. Entretanto, 
quando cultivadas em regiões de Cerrado, são consideradas arvoretas com 1 a 10 m 
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de altura (Galvão, 2017), dados as condições ácidas e pobres em nutrientes do solo 
e clima com estações longas e secas (Novaes Gomes and Shepherd, 2000). 
Sua ramificação é do tipo cimosa, em forquilha, e normalmente apresenta 
copa arredondada, umbeliforme, larga e densifoliada. Seu tronco é cilíndrico, reto ou 
levemente tortuoso e fuste com até 10 m de comprimento (Figura 2.A). A casca do 
caule apresenta espessura de até 20 mm, sendo a casca externa cinzenta, rugosa, 
com a presença de cicatrizes e sulcos rasos longitudinais, enquanto que a casca 
interna é amarelada (Figura 2.C e D) (Novaes Gomes and Shepherd, 2000). 
As folhas da L. pacari apresentam coloração verde escura na superfície 
superior e verde clara na inferior, margem lisa e nervação pinada, camptódroma do 
tipo broquidódromo, em que as nervuras secundárias não terminam na margem, se 
unindo em uma série de arcos proeminentes. As folhas são do tipo simples, inteiras, 
opostas cruzadas, lisas, brilhantes, curto-pecioladas ou sésseis, coriáceas, elípticas 
e obtusas, com 8 a 15 cm de comprimento (Figura 2.B e E) (Galvão, 2017; Mundo, 
2007). 
Suas flores de pétalas branca-amareladas a bege, com até 22 mm de 
comprimento, permanecem reunidas em panícula terminal umbeliforme, com até 30 
cm de comprimento e botões volumosos e vermelhos. O cálice é campanulado e 
afunilado, com 1,8 a 2,0 cm de comprimento e 1,2 a 1,5 cm de largura. De coloração 
avermelhada por fora, margem reclinada e doze dentes fortes, o cálice apresenta 
forma de dedal, de onde advém seu nome popular. Apesar de belas, as flores de L. 
pacari apresentam odor desagradável com intensidade que varia de acordo com o 
estágio de abertura da flor. Sua polinização é comumente realizada por morcegos, 
mariposas e abelhas (Galvão, 2017). 
A espécie L. pacari apresenta frutos secos no formato semelhante à de um 
pião, com 4 a 8 cm de comprimento, 2,3 a 5,3 cm de diâmetro e pesando entre 6,1 a 
40,6 g. Eles são do tipo cápsula semi-lenhosa, deiscente, semi-globosa, com ápice 
arredondado, terminando em cone (Figura 2.E). Quando maduros, os frutos se 
abrem pela ruptura irregular das paredes do opérculo que se desprendem, na base, 
liberando em média 72 sementes (peso médio de 1000 sementes é de 19,9 g) que 
são dispersas pelo vento (Barreira et al., 2000; Fernandes et al., 2012; Galvão, 
2017; Mundo and Duarte, 2007). Suas sementes são classificadas como sendo do 
tipo plana, com testa expandida em duas asas laterais, coloração amarela a parda-
avermelhada e estão dispostas em forma de roseta. Elas medem aproximadamente 
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1,96 cm de comprimento, 0,74 cm de largura e 0,04 cm de espessura. O embrião 
apresenta coloração marrom, destacando-se nas sementes, medindo 0,95 cm de 
comprimento, 0,35 cm de largura e 0,05 cm de espessura. Apesar de produzirem 
anualmente grande quantidade de sementes viáveis de dispersão ampla, porém 
descontínua, nunca formam grandes populações (Barreira et al., 2000; Fernandes et 













Figura 2. Imagens da espécie Lafoensia pacari A. St.-Hil. em seu habitat natural e sua representação 
gráfica. 
Imagens da espécie L. pacari, em seu habitat natural no estado de MS, utilizada no presente trabalho: árvore (A), folhas (B), 
caule (C) e cascas do caule (D). Em (E), representação gráfica da espécie, realizada por Auguste de Saint-Hilaire, em 1832, ao 
descrever as características morfológicas da mesma. Do lado esquerdo, representação da semente, e do lado direito a 
representação do fruto de L. pacari. 
Fonte: (A-D) Marcondes (2013), (E) Saint-Hilaire et al. (1832); 
 
Quanto a sua composição química, estudos indicam a presença de taninos, 
fenóis, flavonoides, esteroides, triterpenos e saponinas nas cascas de L. pacari 
(Solon et al., 2000). Entretanto, apenas algumas substâncias já foram identificadas 
nesta espécie até o momento, como os flavonoides 3-O-glucosídeos de canferol e 
quercetina presentes nas folhas (Santos et al., 2000), lupeol, β-sitosterol, 
estigmasterol (Galdino et al., 2015), catequina, ácido gálico e ácido elágico 
presentes nas cascas (Solon et al., 2000). Recentemente, Carneiro et al. (2016) 






A espécie L. pacari é de interesse comercial sendo utilizada para diversas 
finalidades. Atualmente seu principal uso é na arborização de ruas e paisagismo de 
parques e praças, devido a rusticidade e beleza de suas flores. Além disso, seu 
cultivo também é recomendado na recuperação de áreas degradadas, auxiliando na 
reposição de mata ciliar (Galvão, 2017). 
No mercado madeireiro, por apresentar madeira rígida, moderadamente 
densa (0,72 a 0,83 g/cm3) e de grande durabilidade em contato com o solo, é 
utilizada comercialmente na fabricação de assoalho, moirões, cabos de ferramentas, 
na construção civil em obras externas e internas, marcenaria e tabuados em geral 
(Galvão, 2017). 
Na medicina popular a L. pacari é descrita como “medicamento” desde o 
século XIX (Netto, 1865), sendo utilizada como tônico, febrífugo, antitérmico, 
cicatrizante, no tratamento de úlceras gástricas (cascas do caule) e de pneumonia 
(frutos) (Lima et al., 2006). A ingestão do macerado ou decocto das cascas também 
é utilizado no tratamento de câncer (Melo et al., 2011; Solon et al., 2000), indicada 
de modo especial para a prevenção e tratamento de pessoas diagnosticadas com 
câncer de cólon (Marcondes, 2013). 
Nos últimos anos, o potencial terapêutico de L. pacari tem sido objeto de 
estudo por diferentes grupos de pesquisa, destacando-se as propriedades 
antifúngica (Silva Junior et al., 2009), antimicrobiana (Lima et al., 2006; Melo Junior 
et al., 2000), sedativa e ansiolítica (Galdino et al., 2009; Galdino et al., 2010; Matos 
et al., 2008), anti-inflamatória (Rogerio et al., 2003; 2006; 2008a; 2008b; 2010), 




































edematosa (Rogerio et al., 2006) e antioxidante (Solon et al., 2000; Tamashiro Filho 
et al., 2012). 
Estudos que relacionam a constituição química e atividade biológica dos 
derivados de L. pacari são restritos na literatura. Embora com controvérsia 
(Marcondes et al., 2014), muitos deles atribuem seus efeitos a presença do ácido 
elágico. Poucas são as substâncias identificadas até o momento em derivados de 
cascas L. pacari, entretanto, sugere-se a presença de taninos hidrolisáveis, em 
especial, os pertencentes a classe dos elagitaninos. 
 
3.2 TANINOS 
Os taninos são metabólitos secundários fenólicos presentes nas folhas, 
casca, madeira e frutos de muitas plantas superiores. São substâncias de massa 
molecular variável, solúveis em água e que reagem em meio aquoso com gelatina, 
alcaloides e proteínas, formando complexos insolúveis (Salminen, 2014). 
Na planta, estes metabólitos desempenham função de proteção contra 
infecção, insetos e herbívoros, tornando-a impalatável devido as características 
adstringentes dos taninos (Salminen, 2014). Eles ocorrem dentro de limites 
taxonômicos bem definidos, sendo encontrados em espécies da ordem Myrtales, 
incluindo as famílias Lythraceae, Myrtaceae, Onagraceae, Melastomataceae e 
Combretaceae (Yoshida et al., 2010). 
O uso mais antigo e conhecido dos taninos é no processo de curtição do 
couro realizado por milênios, sendo atualmente substituído por processos químicos 
com metais, como o cromo. Na medicina popular, extratos de plantas ricas em 
taninos são usados como cicatrizantes, adstringentes, diuréticos, anti-inflamatórios, 
anti-sépticos, hemostáticos, antidiareicos e antitumorais estomacais e duodenais. Na 
indústria têxtil e alimentícia, os taninos são usados como corantes e antioxidantes, 
respectivamente, além de serem usados na produção de borracha (Khanbabaee and 
Ree, 2001). 
Um crescente interesse científico pelos taninos tem sido observado nos 
últimos anos. Isto porque as propriedades biológicas de diversas plantas são 
atribuídas a estas substâncias, sendo alvos na pesquisa e desenvolvimento de 
novas drogas para diversas patologias. Dentre as propriedades descritas, destaca-
se a atividade antiviral, antibacteriana e, especialmente, antitumoral (Khanbabaee 




3.2.1 Classificação dos taninos 
Estima-se que mais de 1000 taninos já foram isolados e caracterizados de 
produtos naturais, os quais podem ser divididos em quatro grupos com base em 
suas características estruturais: galotaninos, elagitaninos, taninos complexos e 
taninos condensados (Figura 3) (Khanbabaee and Ree, 2001). Outra classificação 
comumente aceita é a distribuição das substâncias em dois grupos principais: 
proantocianidinas (também conhecidas como taninos condensados) e taninos 





      




R = grupo galoil (G) ou outro substituinte 
Figura 3. Classificação geral dos taninos 
Fonte: Adaptado de Khanbabaee and Ree (2001). 
 
Os taninos condensados são oligômeros e polímeros de proantocianidinas 
formados pela policondensação de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-
diol (Khanbabaee and Ree, 2001). Diferenças no padrão de hidroxilação dos anéis A 
e B de flavan-3-ol e na esteroquímica do C-3 são observados, sendo que os mais 
comuns são os diastereômeros (+)-catequina/(-)-epicatequina e (-)-galocatequina/(-)-
epicatequina (Crozier et al., 2009). 
Os taninos hidrolisáveis, por sua vez, são ésteres entre polióis (sendo o β-D-
glucose o mais frequente) e ácidos fenólicos derivados do ácido gálico. Ao serem 
submetidas a processos de hidrólise, originam ácido gálico (galotaninos) ou ácido 
elágico (elagitaninos) (Salminen, 2014). 
 
3.2.2 Biossíntese de taninos hidrolisáveis 
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Apesar da biossíntese dos taninos condensados e hidrolisáveis ocorrer por 
vias metabólitas diferentes, eles compartilham de precursores iniciais, como o 
fosfoenolpiruvato (glucólise) e o ácido 3-dehidrochiquímico (via chiquimato) (Figura 
4) (Salminen, 2014; Salminen and Karonen, 2011). 
Dado a via biossintética, dificilmente será observado o acúmulo de taninos 
condensados e hidrolisáveis em um mesmo tecido, isto porque se os níveis elevados 
de fosfoenolpiruvato forem direcionados para a via de acetato-malonato, a síntese 
de taninos hidrolisáveis poderá ser prejudicada devido a uma falta parcial do 3-
dehidrochiquímico necessário para a produção de ácido gálico. Por outro lado, se for 
direcionado para a biossíntese de taninos hidrolisáveis, a obtenção de taninos 
condensados será prejudicada, pois para a biossíntese de um único flavonoide ou 
monômero de tanino condensado são necessários uma unidade de p-cumaroil-CoA 
juntamente com três malonil-CoA (Salminen, 2014). 
A primeira reação de esterificação ocorre entre o ácido gálico e a glucose-
UDP, formando 1-O-galoilglucose (1-GG), o qual será utilizado nas reações 
seguintes como doador de grupo galoil. Estudos demonstram que o processo de 
galoilação ocorre por meio de reações catalisadas por enzimas específicas 
presentes na planta, normalmente obedecendo a uma ordem (1-galoil> 6-galoil> 2-
galoil> 3-galoil= 4-galoil). Estas substâncias são denominadas de galoilglucose 
simples (GG), e podem apresentar de um a cinco grupos galoil ligados ao anel 
central (glucose), sendo a substância com cinco grupos galoil (1,2,3,4,6-penta-O-
galoil-β-D-glucose, PGG) precursor imediato para a biossíntese dos demais taninos 





Figura 4. Via biossintética resumida das diferentes classes de metabólitos encontrados em plantas. 
Fonte: Adaptado de Salminen and Karonen (2011). 
 
 
Figura 5. Via de formação de 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-β-D-glucose. 
UDP: Uridina difosfato; Gli: Glucose; 1-GG: 1-O-galoilglucose; PGG: 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-β-D-galoilglucose. 












































































































3.2.2.1 Biossíntese dos galotaninos 
A biossíntese de galotaninos ocorre por meio da galoilação de PGG, via 
ligações denominadas meta-depsídicas, sendo o 1-GG o doador do grupo galoil. 
Estudos enzimáticos demonstraram que a alta especificidade de posição encontrada 
nas galoilações consecutivas de GG não é característica para a formação de GT, 
uma vez que a posição do grupo digaloil formado depende a enzima presente 
naquele tecido. Entretanto, sabe-se que ocorre a biossíntese sequencial de hexa, 




Figura 6. Reação de galoilação do precursor PGG na biossíntese de galotaninos. 
A reação de galoilação sequencial ocorre de acordo com a especificidade das enzimas envolvidas, não havendo uma 
sequencia definida. G = grupo galoil. 
Fonte: Adaptado de Niemetz and Gross (2001). 
 
Um dos galotaninos mais comuns e conhecidos é o ácido tânico. Trata-se de 
um decagaloil glucose, utilizado em associações para uso tópico no tratamento de 
feridas, devido as suas propriedades adstringentes (Sweetman, 2009). Na indústria 
cervejeira, o ácido tânico é utilizado em métodos de estabilização físico-química 
durante o processo de maturação ou filtração da cerveja, reduzindo a concentração 
de proteínas da bebida (Reinold, 2015). Em laboratórios analíticos, o ácido tânico é 
utilizado como padrão na determinação de fenólicos totais e taninos hidrolisáveis 












































































3.2.2.2 Biossíntese dos elagitaninos 
Os elagitaninos diferem dos galoilglucose simples e galotaninos 
principalmente devido a presença do grupo hexahidroxidifenoila (HHDP) em suas 
estruturas, proveniente do acoplamento oxidativo entre dois grupos galoil 
adjacentes. 
A primeira etapa de biossíntese dos elagitaninos tem início com a 
desidrogenação de duas unidades galoil adjacentes presentes no PGG, originando a 
telimagrandina II. Em seguida, podem ocorrer reações de desidrogenação, 
originando a casuatictina, ou a perda de um grupo galoil, originando a 
telimagrandina I. A pedunculagina pode ser formada tanto pela desidrogenação da 
telimagrandina I, como pela perda do grupo galoil da casuarictina (Figura 7). 
 
Figura 7. Reações de biossíntese para a obtenção de ET com unidades HHDP simples. 










































A presença do grupo HHDP não é a única variação presente na estrutura 
dos elagitaninos. Estima-se que mais 500 substâncias foram estruturalmente 
caracterizadas como sendo elagitaninos, incluindo monômeros, dímeros e até 
oligômeros com massa molecular acima de 8624 Da. 
Esta variação estrutural é resultado das inúmeras combinações possíveis de 
acoplamento oxidativo intra-(C-C) e inter(C-O) molecular, resultando na presença de 
estruturas com a cadeia central de glucose acíclica e na adição de grupos 
nonahidroxitrifenoila (NHTP), desidrohexaidroxidifenoila (DHHDP) e DHHDP 
transformados (Figura 8) (Salminen, 2014; Yoshida et al., 2010). 
Estudos enzimáticos demonstram que a biossíntese destes elagitaninos está 
diretamente relacionada com a atividade de enzimas específicas presentes na planta 
e que podem variar de acordo com a conformação do poliol central, porém a via 
biossintética ainda não foi esclarecida. 
 
Figura 8. Principais estruturas químicas encontradas em elagitaninos. 









































































































3.2.3 Identificação por LC-DAD-MS 
O método mais utilizado na identificação de taninos hidrolisáveis presentes 
em derivados vegetais é a LC-DAD-MS, permitindo a separação e a caracterização 
das substâncias presentes na amostra de acordo com as informações de tempo de 
retenção (tR), espectro de UV e perfil de fragmentação. Para isto, normalmente são 
empregados colunas de fase reversa e a mistura de água, metanol e/ou acetonitrila 
em sistema gradiente, com a adição de ácido fórmico ou acético à fase móvel, 
tornando os picos mais resolvidos (Jourdes et al., 2012; Moilanen et al., 2013). 
 
3.2.3.1 Informação estrutural obtida com o tR em fase reversa 
O tR de galoilglucose simples e galotaninos em fase reversa tem correlação 
direta com o número de grupos galoil em sua estrutura e sua massa molecular (MM). 
O ácido gálico e 1-GG apresentam valores de tR próximos e baixos. À medida que 
aumenta o grau de galoilação dos galoilglucose simples, estes permanecem mais 
tempo retidos na fase estacionária e, consequentemente, apresentam maiores 
valores de tR. Desta forma, a eluição dos galotaninos ocorre após o PGG (Moilanen 
et al., 2013). 
Para os elagitaninos, a ordem de eluição é mais complexa e depende de 
vários fatores. De modo geral, a formação de um grupo HHDP a partir de dois 
grupos galoil, tende a diminuir o tR, assim como a formação do grupo NHTP e a 
abertura do anel central de poliol, que é observada em elagitaninos do tipo C-
glucosídeos (Jourdes et al., 2012; Moilanen et al., 2013). 
A presença do grupo hidroxila na posição C-1 do anel central, confere à 
estrutura duas configurações, α e β, exibindo dois picos com tR diferentes, enquanto 
que a estruturas que apresentam o grupo galoil em C-1 exibem apenas um pico. A 
influência da configuração sobre o tR também é observada nos C-glucosídeos, 
permitindo diferenciar a vescalagina e a castalagina. Neste grupo, os epímeros com 
conformação β eluem primeiro, ou seja, elagitaninos semelhantes a vescalagina 
apresentam tR menor que os semelhantes a castalagina (Jourdes et al., 2012; 
Moilanen et al., 2013). 
 
3.2.3.2 Informação estrutural obtida com o espectro de UV 
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Substâncias do tipo galotaninos, elagitaninos e derivados de ácido elágico 
são facilmente diferenciados pelo espectro de UV obtido por LC-DAD, devido à 
influência que os grupos galoil e HHDP exercem sobre o espectro. 
A presença de grupos galoil livres na molécula de elagitaninos produz duas 
regiões de absorção máximas, uma em torno de 270-280 nm (BI) e outra em torno 
de 210-220 nm (BII) (exemplo, telimagrandina I). Para elagitaninos ricos em HHDP, 
o vale entre BI e BII desaparece no espectro de UV a medida que aumenta o 
número de grupos HHDP, dificultando a detecção da banda de absorção entre 270-
280 nm, como observado para a casuarictina (2 grupos HHDP/ um grupo galoil) e 
pedunculagina (dois grupos HHDP/ nenhum grupo galoil) (Figura 9) (Jourdes et al., 
2012; Moilanen et al., 2013; Salminen et al., 1999). 
O ácido elágico livre apresenta um espectro de UV característico, com a 
presença de duas bandas de absorção a 365-380 nm e 253-255 nm, podendo 
apresentar pequenas variações de acordo com o solvente utilizado. Em geral, a 
substituição com pentoses, hexoses e glucurônidos produz deslocamentos das 
bandas de UV máximos para comprimentos de onda mais curtos (Jourdes et al., 
2012). 
Moléculas que apresentam grupos DHHDP e quebuloil são mais difíceis de 
serem identificados, pois estes apresentam maiores semelhanças com o espectro de 
UV exibido pelo grupo galoil que pelo HHDP (compare telimagrandina I com 
geranina e ácido quebulágico). Desta forma, a distinção entre estes e os ET com 
grupos HHDP só é possível por meio de dados de MS (Figura 9) (Moilanen et al., 
2013). 
Os ET C-glucosídeos exibem espectro de UV típico, devido a presença do 
grupo NHTP. Nele é observado a perda total do vale a 240 nm e a banda de 
absorção máxima em torno de 280 nm, como demonstrada para a vescalagina e 





Figura 9. Influência da presença dos grupos galoil e HHDP no espectro de UV de substâncias 
classificadas como elagitaninos. 
Fonte: Moilanen et al. (2013). 
 
3.2.3.3 Informação estrutural obtida por espectrometria de massas 
A análise por LC-MS possibilita obter maiores informações quanto a 
estrutura, perfil de fragmentação e massa molecular, sendo o modo de ionização 
negativo o mais recomendado para a análise de ET e derivados de ácido elágico 
(Salminen et al., 1999). 
A maioria dos ET exibem íons com m/z correspondentes a [M-H]-, [M-2H]2- 
ou [2M-H]-, dependendo da massa da substância. A distinção entre ET monoméricos 
e dímeros é feita por meio dos sinais isotópicos. Ambos exibem o mesmo valor de 
m/z sendo que para [M-H]-, os sinais isotópicos diferem em 1 amu, enquanto que 
para [M-2H]2-, as diferenças isotópicas são de apenas 0,5 amu. 
Além disso, os ET apresentam fragmentação característica, exibindo íons 












Comprimento de onda (nm) 
octagaloil glucose pentagaloil glucose telimagrandina I casuarictina 
ácido quebulágico geraniina ácido elágico punicalagina 
vescalagina pedunculagina estaquiurina ácido vescavaloninico 
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3.3 ATIVIDADE CITOTÓXICA DE DERIVADOS DE Lafoensia pacari – ESTUDOS 
ANTERIORES 
Com o objetivo de encontrar evidências que comprovem a utilização popular 
desta espécie na prevenção e tratamento de câncer, nosso grupo vem realizando 
estudos in vitro no qual o potencial tóxico de seus derivados tem sido avaliados 
frente a células de diferentes linhagens tumorais, exibindo resultados promissores. 
Estudos realizados com células de linhagem leucêmica U-937 demonstraram 
que o extrato metanólico de cascas de L. pacari foi capaz de promover alterações 
morfológicas com apenas 3 h de exposição (1.000 μg/ml) e morte celular em 24 h. 
Em seguida, o extrato metanólico (Ext. MeOH) foi suspenso em água ultrapura e 
mantido em banho de gelo sob agitação por 8 h. Ao material sedimentado deu-se o 
nome de fração hidrofóbica. A porção aquosa foi submetida ao fracionamento por 
partição líquido-líquido, resultando nas frações acetato de etila, n-butanol e aquosa, 
e a atividade citotóxica do extrato, frações e ácido elágico foram avaliadas. 
Todas as frações foram ativas frente as células U-937, não havendo 
diferença significativa entre o Ext. MeOH e as frações quanto ao número de células 
viáveis recuperadas. Além disso, foi observado que células U-937 expostas ao 
padrão de ácido elágico comercial, nas mesmas condições, não apresentaram 
alterações significativas indicativas de citotoxicidade, exibindo resultados 
semelhantes ao controle negativo e sugerindo que a atividade biológica dos 
derivados de L. pacari esteja relacionada com a presença de outra(s) substância(s) 
presentes no extrato e não apenas ao ácido elágico, ou sinergismo entre estes 
(Marcondes, 2013; Marcondes et al., 2014). 
Além da linhagem U-937, nosso grupo também avaliou o potencial do extrato 
de L. pacari frente às células de linhagem tumoral HeLa (cólon útero), HRT-18 
(colorretal) e SY5Y (neuroblastoma) (Marcondes, 2013; Marcondes et al., 2014). Os 
resultados demonstraram que o tratamento com Ext. MeOH por 24 h foi capaz de 
induzir o processo de apoptose, de modo significativo, nas três linhagens tumorais 
estudadas, semelhante ao observado para a linhagem U-937. 
Ao considerar os dados obtidos com a linhagem de câncer colorretal (HRT-
18) submetidas ao tratamento com o Ext. MeOH, estes se mostraram promissores, 
uma vez que os efeitos citotóxicos do extrato de L. pacari foram observados mesmo 
em baixas concentrações (10 e 100 μg/ml, por 24 h) (Marcondes, 2013; Marcondes 
et al., 2014). 
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Desta forma, optou-se por realizar o estudo biomonitorado de extratos e 
frações de L. pacari, sobre células de HRT-18, com o propósito de identificar a(s) 
substância(s) responsável (eis) pela sua atividade biológica e que justifiquem o seu 
uso popular na prevenção e tratamento do câncer colorretal. 
 
3.4 ESTUDOS BIOMONITORADOS 
Ao realizar um estudo biomonitorado, é necessário definir qual será a técnica 
de fracionamento a ser utilizada na obtenção das frações, bem como o protocolo 
experimental a ser seguido para avaliar a atividade biológica in vitro de todas as 
amostras. 
 
3.4.1 Fracionamento por Cromatografia de Partição Centrífuga 
Os métodos clássicos de fracionamento que utilizam suportes sólidos, como 
colunas de sílica gel, permeação em gel, entre outros, tendem a ser processos 
demorados e demandam grande quantidade de solventes. Além disso, a realização 
de múltiplas etapas de purificação resulta em perda de amostra ou de sua atividade 
durante o isolamento das substâncias de interesse, devido a degradação, adsorção 
irreversível ao suporte sólido ou diluição da amostra (Hubert et al., 2013). 
Estes problemas podem ser evitados utilizando técnicas cromatográficas que 
permitam o fracionamento e isolamento de forma mais rápida e que não necessitam 
de suporte sólido, como a Cromatografia de Partição Centrífuga (CPC).  
Sendo considerada como um tipo de Cromatografia de Contra-Corrente 
(CCC), a CPC é uma técnica cromatográfica líquida que utiliza duas fases de 
líquidos imiscíveis, uma denominada de fase móvel ou eluente (FM) e a outra de 
fase estacionária (FE), mantida na coluna cromatográfica pelo campo centrífugo 
(Figura 10) (Bojczuk et al., 2017; Hubert et al., 2013). 
O processo de separação das substâncias presentes na amostra ocorre 
devido a diferenças de afinidade do soluto entre as fases líquidas imiscíveis. A 
afinidade por cada uma delas pode ser mensurada e expressa como coeficiente de 
partição (k). As fases líquidas imiscíveis são constituídas pela mistura de dois ou 
mais líquidos imiscíveis, chamadas de sistema de solventes, ao qual podem ser 
adicionados modificadores, como ácido acético ou isopropanol (Hubert et al., 2013). 
Os sistemas de solventes mais comuns são os compostos pela mistura de 
hexano:acetato de etila:metanol:água (conhecido como sistema Arizona) e acetato 
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de etila:n-butanol:água. Diferenças nas proporções dos solventes utilizados resultam 
em sistemas com características hidrofílicas distintas interferindo na distribuição das 
substâncias entre as duas fases formadas, contribuindo para o isolamento de 





Figura 10. Rotor e coluna do Cromatógrafo de Partição Centrífuga e demonstração do processo de 
separação das substâncias em modo ascendente. 
Fonte: Adaptado de Bojczuk et al. (2017). 
 
Por não utilizar suporte sólido, como sílica, a técnica de CPC apresenta 
diversas vantagens, como o baixo consumo de solvente e, consequentemente, baixo 
impacto ambiental, além de manter a integridade de todas as substâncias presentes 
no extrato (amostra inicial) durante todo o processo de separação, podendo ser 
usado em escala laboratorial, piloto ou industrial. Além disso, ela fornece alta taxa 
recuperação da amostra, sendo essa técnica uma excelente alternativa para a 
avaliação rápida de substâncias bioativas em extratos de plantas quimicamente 
complexas (Hubert et al., 2013; Michel et al., 2014), como o da L. pacari. 
 
3.4.2 Atividade biológica in vitro 
Outra etapa chave na realização de fracionamento biomonitorado é a 
escolha do método de resposta a ser utilizado, devendo este ser condizente com o 
objetivo proposto. Além disso, o método escolhido deverá ser robusto e confiável, 
permitindo a avaliação de todas as amostras sob as mesmas condições (Vlietinck, 
1999). 
O uso de técnicas de cultivo celular in vitro é uma ferramenta bastante 
utilizada na busca por novos fármacos anticâncer. Apesar de não simularem em sua 
totalidade as condições in vivo, os ensaios biológicos in vitro possibilitam avaliar o 
potencial tóxico de derivados de produtos naturais, frente a diferentes linhagens 
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tumorais sob diversos aspectos, em um curto período de tempo e utilizando 
quantidades reduzidas de amostra. 
Os ensaios de citotoxicidade são os mais utilizados durante a triagem, 
permitindo a obtenção dos resultados de modo rápido, sendo o fator determinante o 
tempo de exposição. Estes ensaios podem ser realizados tanto com células tumorais 
como com células não tumorais, possibilitando avaliar a seletividade da substância 
testada ao comparar valores de CI50 entre ambas (não tumorais x tumorais). 
Diversos são os métodos descritos na literatura para esta finalidade, 
podendo ser métodos diretos ou indiretos. Os métodos diretos são aqueles que 
permitem determinar o número de células de forma direta, como a contagem 
microscópica, contagem eletrônica de partículas, monitoramento de biomassa e 
análise de imagem. Esses métodos são preferencialmente aplicados em culturas de 
células em suspensão, permitindo a retirada pequenos volumes da amostra para 
análise (Butler and Spearman, 2007). 
Os métodos indiretos de determinação celular envolvem a análise química de 
um componente da cultura ou uma medida da atividade metabólica, devendo ser 
proporcional ao número de células nas condições experimentais (Butler and 
Spearman, 2007). Estes métodos são amplamente utilizados em ensaios de triagem 
de alto rendimento (High Throughput Screening – HTS), pois permitem avaliar o 
efeito que a amostra exerce sobre as células de forma rápida, inclusive para células 
aderentes. 
Independente do método, todas as técnicas apresentam particularidades que 
devem ser consideradas na realização de estudos biomonitorados, podendo 
interferir na obtenção dos resultados. As principais técnicas utilizadas em ensaios 
HTS, bem como suas vantagens e limitações encontram-se descritas no Quadro 1. 
 
Quadro 1. Métodos diretos e indiretos comumente utilizados em ensaios de citotoxicidade. 
 Princípio do ensaio Vantagens Limitações 
Dano/ruptura da membrana plasmática 
Ensaio de exclusão do azul de tripan 
 Após período de incubação com 
o corante, o mesmo se liga a 
proteínas intracelulares de 
células não viáveis. O número 
de células viáveis (incolor) e não 
viáveis (azul) são determinados 
por contagem direta em micros-
cópio óptico. 
 Método padrão para 
distinguir células viáveis 
de não viáveis por micros-
copia óptica. 
 Rápido e barato. 
 Utiliza apenas uma pe-
quena quantidade do total 
de células de uma popu-
lação. 
 Permite determinar viabi-
 Cada amostra dever ser contada 
separadamente, logo após o período de 
exposição ao tratamento, sendo 
trabalhoso o seu uso em ensaios HTS. 
 As células devem estar em suspensão 




Ensaio de lactato desidrogenase (LDH) 
 A LDH é uma enzima presente 
no citoplasma da células, que 
após sofrer algum dano ou 
ruptura da membrana plasmá-
tica, é liberada, sendo detectada 
no meio de cultura. 
A atividade de LDH presente no 
meio de cultura é determinada 
por reação do substrato. 
 Proteína constitutiva, pre-
sente na maioria das 
células estudadas. 
 Não requer pré-marcação 
ou lavagem extensiva das 
células. 
 Permite avaliar a viabi-
lidade celular, desde que 
também seja determinado 
a atividade de LDH intra-
celular. 
 É necessário o uso de soluções 
específicas ou kits comerciais para a 
determinação da atividade de LDH. 
 Ensaio limitado a eventos citotóxicos 
que causam lise celular durante um 
curto período de tempo (2-8 h), 
devendo ser analisado logo após o 
término do período de tratamento. 
 Dependendo da técnica utilizada, é 
necessário grande quantidade de cé-
lulas. 
Redução da atividade metabólica 
MTT 
 Durante o período de incubação 
com MTT, células viáveis 
(metabolicamente ativas) com-
vertem o MTT em formazan, um 
produto de reação insolúvel no 
meio de cultura. Após remover o 
sobrenadante, o cristal de for-
mazan é solubilizado e a sua 
quantidade determinada por 
meio da leitura da absorvância. 
 Fácil de ser realizado. 
 Não apresenta restrição 
quanto ao tipo de célula. 
 Ideal para células ade-
rentes, onde o ensaio é 
realizado em microplacas. 
 Este método é conside-
rado “padrão ouro” para 
ensaios de citotoxicidade. 
 A conversão para cristais de formazan 
depende da taxa metabólica e do 
número de mitocôndrias presentes na 
célula. 
 O produto de reação é insolúvel, sendo 
necessário solubilizá-lo antes da leitura. 
 Produtos naturais costumam reagir com 
o MTT, interferindo nos resultados. 
 Por ser tóxico para a célula, não é 
possível determinar a atividade em 
vários pontos de tempo com apenas 
um ensaio. 
Resazurina 
 Durante o período de incubação 
com resazurina, células viáveis 
(metabolicamente ativas) com-
vertem a resazurina em reso-
rufina, um produto de reação 
solúvel meio de cultura. Sua 
quantidade pode ser determi-
nada por colorimetria ou por 
fluorescência. 
 Normalmente não reage 
com produtos naturais. 
 Envolve poucas etapas e 
apresenta baixo custo. 
 Não é tóxico para as cé-
lulas, possibilitando a 
combinação de ensaios. 
 É facilmente aplicado para 
células em suspensão e 
aderentes. 
 Resultados compatíveis 
com os obtidos pelo 
ensaio de MTT. 
 A conversão para resorufina depende 
de conversão enzimática. 
 O tempo de incubação pode variar de 
acordo com o tipo e quantidade de 
células. 
 O método colorimétrico é menos sem-
sível que por fluorescência, e necessita 
de leitura da absorvância em dois 
comprimentos de ondas diferentes. 
 Os cálculos realizados para determi-
nação da atividade citotóxica são mais 
elaborados que os realizados para o 
ensaio de MTT. 
Redução do gradiente de pH 
Incorporação de vermelho neutro (NRU) 
 Durante o período de incu-
bação, o corante vermelho neu-
tro permea a membrana plas-
mática da célula e se acumula 
nos lisossomos devido ao pH 
ácido mantido pelo gradiente de 
prótons. Quando ocorre a morte 
destas células, o gradiente de 
pH é reduzido e o corante não é 
mais retido pelos lisossosos. 
Após remoção do sobrenadante, 
as células são lisadas e a 
quantidade de corante acumu-
lado nas células é determinado 
por colorimetria após a solubi-
lização do mesmo. 
 Não necessita de conver-
são enzimática. 
 Pode ser utilizado em 
ensaios HTS para células 
aderentes. 
 Quando combinado com 
os resultados obtidos pelo 
ensaio de MTT e cristal 
violeta, é utilizado na 
avaliação de processos 
autofágicos. 
 A incorporação de vermelho neutro 
depende da capacidade que a célula 
apresenta em manter o gradiente de pH 
com a produção de ATP. 
 Processos de autofagia aumentam a 
quantidade de vermelho neutro 
incorporada pela célula, interferindo 
nos resultados. 
 Quantidades elevadas de soro 
presentes no meio de cultura favore-
cem a precipitação do corante. 
 É necessário a realização de etapas de 
lavagem das células para completa 
remoção do corante presente no sobre-
nadante. 
Redução da proliferação celular 
Coloração com cristal violeta (CVS) 
 Cristal violeta é um corante 
monocromático utilizado para 
corar células viáveis e não 
viáveis para análise morfológica 
 Após corados, o corante 
pode ser solubilizado e 
sua quantidade determi-
nada por espectrofotôme-
 A coloração é inespecífica, não 
distinguindo células viáveis de não 
viáveis. 
 É necessário realizar etapas de lava-
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por meio da coloração de proteí-
nas, onde o núcleo apresenta 
coloração escura e o citoplasma 
coloração clara. 
tro. 
 Pode ser utilizada em 
ensaios HST, apresentan-
do boa correlação com o 
número de células.  
 Também é utilizado na 
coloração de colônias, fa-
cilitando a contagem das 
mesmas. 
gem antes e após a adição do corante, 
para a completa remoção das proteínas 
presentes no sobrenadante e o exces-
so de corante, respectivamente. 
Fonte: Chiba et al. (1998); Longo-Sorbello et al. (2006); Repetto et al. (2008);. Rode (2008); Saotome et al. (1989). 
 
A desvantagem de realizar apenas ensaios de citotoxicidade para avaliar os 
efeitos de uma substância, é que seus resultados demonstram apenas a atividade a 
curto prazo, não sendo possível observar se o tratamento é capaz de causar 
resistência ou se o efeito induzido permanece após a retirada do tratamento. Para 
isto, são realizados ensaios clonogênicos, no qual o efeito do derivado é avaliado 
pela manutenção da capacidade da célula em se reproduzir, formando colônias, 
denominado de potencial clonogênico. Este tipo de abordagem avalia os efeitos do 
derivado a longo prazo, podendo o ensaio ser realizado por semanas, dependendo 
do tempo de duplicação da célula utilizada no estudo. Outra vantagem deste tipo de 
abordagem é que o ensaio clonogênico também permite avaliar a sensibilidade das 




4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
Os resultados dos experimentos realizados foram divididos em etapas, 
conforme demonstrado no fluxograma abaixo (Figura 11). 
 
COLETA E 
PROCESSAMENTO     
↓     
EXTRAÇÃO 
 Ext. MeOH 
 Ext. MAC 
 Ext. DEC 
→ 
FRACIONAMENTO 








↓  ↓ 
 
  
 ATIVIDADE CITOTÓXICA E ANTIPROLIFERATIVA in vitro  
  Células de linhagem leucêmica U-937 
 Ext. MeOH e frações (24 h): Azul de tripan e análise morfológica 
 Ext. MeOH (0 a 72 h): Azul de tripan e análise morfológica 
 
 
  Células de carcinoma de cólon HRT-18 
 Ext. MeOH (0 a 72 h): MTT 
 Ext. MeOH, MAC, DEC, frações e ácido elágico (72 h): MTT 
 Ext. MeOH, MAC, DEC, frações e ácido elágico (16 h): Ensaio clonogênico 
 
 
  Células não tumorais da linhagem McCoya  





 CORRELAÇÃO PERFIL LC-MS X ATIVIDADE 
 
Dados LC-MS  e CI50 de extratos e frações 
 Análise de correlação de Pearson 
 
 
Figura 11. Delineamento experimental adotado na realização do estudo químico e 
biomonitorado de derivados de Lafoensia pacari. 
aExperimentos com a linhagem celular McCoy foram realizados somente para determinação do índice de seletivi-
dade e seus resultados foram apresentados juntamente com os da linhagem HRT-18. Ext. MeOH – Extrato 
metanólico; Ext. MAC - Extrato aquoso obtido por maceração; Ext. DEC – Extrato aquoso obtido por decocção. 
 
 
4.1 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL 
A coleta do material vegetal foi realizada em maio de 2011, na Fazenda da 
Mata, localizada no município de Maracaju – MS (21°45'37,4''S, 55°21'81,9''WO), e 
aprovada no Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade (SISBIO) 
(Anexo A). 
A mesma foi identificada como sendo a espécie Lafoensia pacari A. St.-Hil., 
Lythraceae, e um exemplar desta encontra-se depositado no Herbário Per Kar 
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Dusén, pertencente à Secretaria Municipal do Meio Ambiente de Curitiba - PR, sob o 
número MBM11065. 
As cascas do caule de L. pacari foram secas à temperatura ambiente por 
cinco dias e posteriormente a 60 °C por três dias em estufa até massa constante. 
Após a secagem, o material foi triturado, tamisado e o pó obtido (< 0,425 mm) foi 
armazenado em temperatura ambiente e protegido da luz. 
 
4.2 EXTRAÇÃO 
O pó seco das cascas do caule de L. pacari foi utilizado para o preparo de 
três extratos: um extrato metanólico e dois aquosos. 
O extrato metanólico (Ext. MeOH) utilizado nos ensaios biológicos in vitro e 
no fracionamento foi o mesmo preparado por Marcondes (2013). Este foi obtido por 
maceração estática exaustiva de 300 g do pó da droga em metanol por 72 h. O 
material foi filtrado, concentrado até a obtenção de 300 ml de extrato fluido e 
desengordurado com hexano por partição líquido/líquido, para retirada de 
substâncias apolares. A partição metanólica foi concentrada em rotaevaporador sob 
pressão reduzida a 60 °C até secura e conservada a 4-8 °C até o momento do uso. 
Os extratos aquosos foram preparados baseados no uso popular desta es-
pécie. O primeiro deles, identificado como Ext. MAC, foi obtido por maceração do pó 
da droga (10 g) em água destilada (100 ml) por 24 h em geladeira (4-8 °C), enquanto 
que o segundo, denominado Ext. DEC, foi obtido por decocção da droga em pó (10 
g) em água destilada (100 ml) por 15 min. Ambos foram filtrados, congelados e 
liofilizados, sendo conservados a 4-8 °C até o momento do uso. 
 
4.3 FRACIONAMENTO 
A técnica de cromatografia de partição centrífuga (CPC) foi utilizada com o 
objetivo de obter o maior número de frações distintas possíveis a partir do Ext. 
MeOH de cascas de L. pacari. O sistema de solventes utilizado como FE e FM foi 
selecionado a partir de testes de partição líquido-líquido com o Ext. MeOH. 
 
4.3.1 Seleção do sistema de solventes 
A seleção e otimização do sistema de solventes utilizado no fracionamento 
do Ext. MeOH por CPC foi feito após a realização de análises de cromatografia de 
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camada delgada (CCD). Após o preparo de 10 ml de cada um dos sistemas de 
solventes a serem testados, 2 ml de cada fase (superior e inferior) foram transferidos 
para um tubo de ensaio contendo 50 mg do Ext. MeOH. O mesmo foi 
completamente solubilizado com o auxílio do banho ultrassônico, agitado e deixado 
decantar. Uma alíquota de fase orgânica e aquosa (10 μl) foi aplicada em placas de 
CCD, eluídas e reveladas conforme descrito no item 4.4.1. 
O sistema de solventes foi selecionado de acordo com o coeficiente de parti-
ção (k) das substâncias presentes no extrato, comparando-se a intensidade das 
bandas de cada fase com as da solução referência (50 mg do Ext. MeOH solubiliza-
dos em 5 ml de metanol). Também foi observada a presença de emulsão entre as 
fases em sistemas com e sem a adição de modificadores. 
 
4.3.2 Fracionamento do extrato por CPC 
O Ext. MeOH foi submetido ao fracionamento utilizando o cromatógrafo de 
partição centrífuga SCPC-250-F, com coluna de CPC com capacidade de 250 ml, 
acoplado ao módulo Spot Prep II equipado com detector de UV (200 a 400 nm), co-
letor automático, loop de injeção de amostra com capacidade de 10 ml e bomba de 
solvente quaternária (Armen Instrument©, Saint-Avé, France). 
O sistema de solventes empregado (3 l) no fracionamento foi preparado em 
funil de separação, composto pela mistura de n-butanol:isopropanol:água (33:17:50, 
v/v/v). Depois de adicionados os solventes no funil de separação, os mesmos foram 
agitados, e após a decantação, cada fase foi coletada em frascos separados, sendo 
a fase superior foi designada de FM e a fase inferior de FE. A amostra foi preparada 
dissolvendo 1,0156 g de Ext. MeOH em 8 ml de uma mistura de FM: FE (5:3) e 
filtrada em filtro de membrana PTFE de 0,45 μm (MillexTM, Millipore) antes de ser 
injetada no SCPC. 
Após o condicionamento da coluna com a FE (fluxo de 30 ml/min a 500 rpm) 
e equilíbrio com a FM (fluxo de 6 ml/min a 1800 rpm), a amostra foi injetada e a 
eluição ocorreu durante 90 min, em modo ascendente. Na etapa de extrusão, foi 
mantido o fluxo de 6 ml/min (sendo de FE) e rotação de 1800 rpm durante 95 min. 
Todo o processo de fracionamento foi monitorado e registrado a 210 nm, 254 nm e 
280 nm utilizando o software Armen Glider CPC V5. 
As frações foram coletadas (10 ml) até a completa eluição da FM e extrusão 
da FE. Estas foram agrupadas por similaridade de perfil cromatográfico, emitido pelo 
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SCPC a 280 nm e pelas análises de CCD, concentradas em rotaevaporador, 
liofilizadas e armazenadas em frascos de vidro âmbar a 4-8 °C até a sua utilização. 
 
4.4 ANÁLISES CROMATOGRÁFICAS E ESPECTROMÉTRICAS 
 
4.4.1 Cromatografia de camada delgada 
As análises por CCD foram realizadas utilizando cromatofolhas AL TLC sílica 
gel 60 F254 (Merck®) e uma mistura de n-butanol, ácido acético glacial e água 
(65:15:25, v/v/v) como FM. Após eluídas e secas, as placas foram visualizadas em 
254 e 365 nm e, posteriormente, reveladas com uma solução etanólica de ácido 
fosfomolíbdico a 20% (m/v) e aquecimento à 120 °C. 
 
4.4.2 Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de arranjo de 
diodos a espectrometria de massas (LC-DAD-MS) 
Extratos e frações de L. pacari foram analisados em cromatógrafo líquido ultra 
rápido modelo Prominence UFLC (Shimadzu), acoplado ao detector de arranjo de 
diodos (DAD) e espectrômetro de massas MicrOTOF-Q III (Bruker Daltonics, 
Billerica, USA) com ionização por eletrospray (ESI) e analisador Quadropolo-tempo 
de voo (QqTOF). 
Foi utilizada uma coluna Kinetex C18 (2,6 μm, 2,1 mm x 150 mm) 
(Phenomenex), volume de injeção de 1 μl e fluxo de 0,3 ml/min. Como fase móvel foi 
empregada a mistura de água ultrapura (solvente A) e acetonitrila (solvente B), 
ambos acidificados com ácido fórmico a 0,1% (v/v). O gradiente utilizado foi o 
seguinte: 0-2 min – 3% B (isocrático), 2-25 min - 3-25% B (gradiente linear), 25-40 
min - 25-80% B (gradiente linear). 
As análises por MS foram realizadas em modo de ionização negativo e 
positivo. O nitrogênio foi utilizado como gás de nebulização (4 Bar) e de secagem (9 
l/min, 200 °C). A voltagem do capilar foi de 3500 V. 
As amostras (frações/extratos) foram dissolvidas em ACN:água ultrapura 
(30:70) com auxílio de banho ultrassônico (concentração final de 1 mg/ml) e filtradas 
em filtros de membrana de PTFE de 0,22 μm x 3,0 mm (MillexTM, Millipore). 
As substâncias foram identificadas baseadas nas informações adquiridas do 
espectro de UV, MS e MS/MS de alta resolução e comparadas com dados da 
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literatura. Algumas delas (ácido elágico, catequina e galocatequina) foram 
confirmadas com a injeção de padrão. 
 
4.4.3 Análises por dessorção/ionização a laser auxiliada por matriz acoplada ao 
analisador tempo de voo (MALDI-TOF) 
As amostras foram analisadas em um equipamento UltrafleXtreme MALDI-
TOF/TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e uma mistura de peptídeos foi 
utilizada para calibração externa (padrão de calibração de peptídeo II da Bruker). As 
condições experimentais utilizadas foram: PIE (pulsed ion extraction) de 110 ns, 
frequência laser de 1000 Hz, modo reflector e ionização em modo positivo. Os 
espectros foram obtidos em método automático de 5000 shots. Os íons 
selecionados foram acelerados a 19 kV na célula LIFT para análises de MS/MS. 
A matriz utilizada foi DHB (ácido 2,5-di-hidroxibenzóico) a 20 mg/ml. As 
amostras (extrato/fração) foram solubilizadas em ACN:H2O (3:7) e adicionado 
solução de DHB com NaCl 0,1 M. As misturas de matriz e amostra (1:1) (1 μl) foram 
depositadas sobre a placa de aço inoxidável (não polida) para MALDI. As 
substâncias foram identificadas considerando os dados de MS (massas acuradas) e 
perfis de fragmentação em comparação com dados da literatura. 
 
4.4.4 Ressonância Magnética Nuclear de sólido (RMN-sólido) 
Os espectros de RMN de 1H foram obtidos em um espectrômetro Bruker 
Advance III 400 operado a um campo de 9,4 Tesla, pertencente ao Centro de RMN 
da UFPR. A amostra foi preparada dispersando o pó das cascas de L. pacari em 
água deuterada (D2O), transferidas para rotor de 4 mm e analisadas usando uma 
sonda Bruker CPMAS. 
 
 
4.5 ENSAIOS BIOLÓGICOS IN VITRO 
 
4.5.1 Soluções e meio de cultivo 
 Meio de cultivo RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute): 
Meio de cultivo RPMI 1640 (Cultilab, Brasil) foi dissolvido em água Ultrapura, 
para o preparo de um litro, e suplementado com 2,25 g de bicarbonato de sódio, 0,3 
g de penicilina G, 50 mg de sulfato de estreptomicina e 6 g de HEPES. Em seguida, 
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o meio foi esterilizado por filtração e armazenado em frascos estéreis a -10 °C. 
Quando em uso, o mesmo foi armazenado a 4-8 °C por, no máximo, 14 dias. 
 
 Solução salina tamponada com fosfatos (PBS) 
A solução tampão foi preparada dissolvendo-se NaH2PO4.2H2O (150 
mmol/l), NaH2PO4 (150 mmol/l) e NaCl (154 mmol/l) em água ultrapura. Após ajuste 
do pH para 7,2-7,4 com solução de NaOH 1M, a solução foi esterilizada em 
autoclave e armazenada a 4-8 °C. 
 
 Solução de EDTA a 0,02%: 
A solução de EDTA foi preparada dissolvendo-se 0,02 g de EDTA em um 
litro da solução PBS. A solução foi esterilizada em autoclave e armazenada a 4-8 °C. 
 
 Solução de tripsina a 1%: 
A solução de tripsina foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de tripsina em pó 
(1:250, GIBCO, Canadá) em 50 ml da solução PBS. Esta foi esterilizada por 
filtração, usando filtros de membrana de polietersulfona (PES) com poro de 0,22 μm 
(KASVI), transferida para tubos Eppendorf estéreis e mantida a -25 °C. 
 
 Solução de azul de tripan a 0,4%: 
A solução de azul de tripan foi preparada dissolvendo-se 0,4 g de azul de 
tripan, 0,81 g de NaCl e 0,06 g de K2HPO4 em 100 ml de água destilada. Em 
seguida, a solução foi filtrada em filtro de papel e armazenada em frasco de vidro 
âmbar a temperatura ambiente. 
 
 Solução de MTT a 5 mg/ml: 
Dissolveu-se 250 mg de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazólio) (Sigma) em 50 ml da solução de PBS anteriormente preparada. A 
solução foi esterilizada por filtração em membrana de PES, com poro de 0,22 μm 
(KASVI), transferida para tubos Eppendorf estéreis e mantida a -25 °C. 
 
 Solução de resazurina a 440 μM: 
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A solução de resazurina foi preparada dissolvendo-se 10 mg de resazurina 
sódica (Sigma) em 100 ml de solução de PBS anteriormente preparada. A solução 
foi esterilizada por filtração em membrana de PES, com poro de 0,22 μm (KASVI), 
transferida para tubos Eppendorf estéreis e mantida a -25 °C. 
 
 Solução de cristal violeta a 0,02%: 
A solução de cristal violeta foi preparada dissolvendo 20 mg de cristal violeta 
(Sigma) em 100 ml de água destilada. Em seguida, a solução foi armazenada em 
frasco de vidro âmbar a temperatura ambiente. 
 
4.5.2 Linhagens celulares, manutenção e subcultivo 
Os ensaios biológicos in vitro foram realizados, em condições estéreis, 
utilizando três linhagens celulares distintas: U-937, McCoy e HRT-18. 
As células de linhagem leucêmica U-937 (humana) e linhagem não tumoral 
McCoy (camundongo) foram adquiridas do Banco de células do Rio de Janeiro, 
Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ). Enquanto que as células de 
linhagem tumoral colorretal (HRT-18) foram gentilmente doadas pela Profa. Dra. 
Kátia S. Paludo (Departamento de Biologia Estrutural, Molecular e Genética, 
Universidade Estadual de Ponta Grossa). 
Todas as células foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 
suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal inativado (SBF) (Cultilab, Brasil), 
em atmosfera úmida, a 37°C, com 5% CO2, em garrafas de cultivo celular de 25 cm2 
(KASVI), com volume final de 10 ml. As linhagens foram subcultivadas a cada 3-4 
dias, após tripsinização com solução de tripsina-EDTA, quando necessário. 
 
4.5.3 Preparo das amostras e condições experimentais 
Para os experimentos, foram utilizadas células em crescimento exponencial, 
com viabilidade celular superior a 90%, determinada pelo ensaio de exclusão do azul 
de tripan. 
 
4.5.3.1 Condições experimentais 1 
Este protocolo experimental foi baseado na metodologia descrita por 
Marcondes (2013). Ele foi utilizado apenas na realização da primeira parte do 




 Solução estoque a 10 mg/ml de derivados de L. pacari: 
Extrato MeOH e frações de L. pacari foram primeiramente dissolvidas em 
EtOH (F09, F11 e F13), água (F69) ou DMSO (extrato e demais frações), com 
auxílio de banho ultrassônico (5 min), a uma concentração de 100 mg/ml. Em 
seguida, os mesmos foram diluídos em meio de cultura RPMI 1640 suplementado 
com 1% de SBF, resultando em uma solução final de 10 mg/ml (contendo 10% do 
solvente utilizado). A solução foi esterilizada por filtração, usando filtros PES com 
0,22 μm de diâmetro (KASVI), armazenado em tubo Eppendorf estéril e mantido a -
25 °C até o momento do uso. 
Ao realizar o tratamento das células, as soluções estoques foram mantidas 
em temperatura ambiente e diluídas em meio de cultura suplementado com 1% SBF 
na concentração desejada, sendo a solução tratamento de trabalho o dobro da 
concentração final requerida. 
 
 Protocolo experimental: 
Células U-937 em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 1% de 
SBF foram transferidas para placa de 96 poços (100 μl - 105 células/poço) e 
mantidas por 12-16 horas em atmosfera úmida, a 37 °C e 5% CO2. Em seguida, 
adicionaram-se 100 μl da solução tratamento por poço de frações obtidas por CPC e 
extrato (concentração final de 100, 500 e 1.000 μg/ml). Células expostas ao diluente 
das amostras, nas mesmas concentrações e condições, foram consideradas como 
grupo controle negativo (CT-) e as mantidas em meio de cultura (sem tratamento) 
como grupo controle (CT). O efeito tóxico das frações e extrato em células U-937 foi 
avaliado usando o teste de exclusão de azul de tripan, conforme descrito no item 
4.6.4 (Ensaios de viabilidade e citotoxicidade celular). Foi realizado pelo menos um 
experimento em triplicata. 
 
4.5.3.2 Condições experimentais 2 
Este protocolo experimental foi baseado na metodologia descrita utilizada 
pelo NCI (Boyd, 2004). Ele foi utilizado nos ensaios realizados com as células de 
linhagem HRT-18, McCoy e na segunda parte dos ensaios realizados com as células 




 Solução estoque de derivados de L. pacari (a 40 mg/ml) e ácido elágico: 
Extratos e frações de L. pacari foram dissolvidos em EtOH (F09, F11 e F13), 
água (F69) ou DMSO (extrato e demais frações), com auxílio de banho ultrassônico, 
a uma concentração final de 40 mg/ml, e as soluções preparadas em etanol e água 
foram esterilizadas por filtração, usando filtros de membrana de PES com poros de 
0,22 μm de diâmetro (KASVI). A solução estoque de ácido elágico foi preparada em 
DMSO na concentração final de 3 mg/ml. Todas as soluções estoque foram 
armazenadas em tubo Eppendorf estéril e mantidas a -25 °C até o momento do uso. 
Ao realizar o tratamento das células, as soluções estoques foram mantidas 
em temperatura ambiente e diluídas em meio de cultura RPMI na concentração 
desejada, sendo a solução tratamento de trabalho o dobro da concentração final 
requerida. 
 
 Protocolo experimental: 
Células U-937, McCoy e HRT-18, mantidas em suspensão no meio de 
cultura RPMI 1640 suplementado com 5% de SBF em densidade celular apropriada 
(3x105 células/ml para U-937 e 2x104 células/ml para McCoy e HRT-18), foram 
transferidas para placa de 96 poços (100 μl) e mantidas por 12-16 horas em 
atmosfera úmida, a 37 °C e 5% CO2. Em seguida, adicionaram-se 100 μl da solução 
tratamento por poço, e as células foram novamente incubadas em atmosfera úmida, 
a 37 °C e 5% CO2, por 24, 48 ou 72 h, dependendo do objetivo do experimento. 
Células expostas ao diluente das amostras, nas mesmas concentrações e 
condições, foram consideradas como grupo controle negativo (CT-) e as mantidas 
em meio de cultura (sem tratamento) como grupo controle (CT). 
O efeito tóxico do extrato (a 100 μg/ml) em células U-937 foi avaliado 
usando o teste de exclusão de azul de tripan, conforme descrito no item 4.6.4 
(Ensaios de viabilidade e citotoxicidade celular). Para as células HRT-18 e McCoy, o 
efeito citotóxico de diferentes concentrações de extratos, frações ou ácido elágico 
(diluição seriada a ¼ log) foi avaliado por meio de ensaios de MTT e resazurina, 
respectivamente, também descrito no item 4.6.4 (Ensaios de viabilidade e 
citotoxicidade celular). Foram realizados pelo menos três experimentos 
independentes em triplicata, para as três linhagens avaliadas. 
 




4.5.4.1 Teste de exclusão de azul de tripan 
Este teste é baseado na capacidade que as células viáveis apresentam de 
serem impermeáveis ao corante azul de tripan. Quando a membrana íntegra da 
célula é comprometida, o corante entra na célula, passando a apresentar coloração 
clara com contorno azul, progredindo para células com coloração azul por completo. 
Desta forma, é possível distinguir células viáveis (brilhantes e transparentes) de 
células não viáveis (azuis) (Longo-Sorbello et al., 2006). 
Por ser uma técnica prática e rápida, esta foi utilizada para determinar a 
quantidade e a viabilidade das células durante a manutenção das mesmas. Para 
células U-937, esta técnica também foi utilizada para avaliar o efeito tóxico das 
frações e extrato de L. pacari. 
Técnica: Uma alíquota da suspensão de células foi homogeneizada com 
uma solução de azul de tripan a 0,4%, transferidos para câmara de Neubauer e 
visualizados em microscópio óptico. Foi registrado o número total de células viáveis 
e não viáveis. Para os resultados expressos como viabilidade celular, realizou-se a 
razão entre o número de células viáveis pelo número de células totais, sendo o 
resultado multiplicado por 100 para obter valores em porcentagem. Para os ensaios 
de citotoxicidade, os dados foram normalizados com o grupo controle negativo (CT-), 
considerando o número de células viáveis encontradas neste grupo como sendo 
100%. Os resultados também foram expressos em porcentagem de células viáveis 
em relação ao grupo CT-. 
 
4.5.4.2 Atividade metabólica por MTT 
Este teste baseia-se na capacidade que células metabolicamente viáveis 
apresentam em metabolizar o MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazólio) transformando-o em formazan (Figura 12). A redução do MTT 
ocorre por meio de reação enzimática dependente de NADH, realizada 
principalmente pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase (Riss et al., 2016). 
O formazan, produto da reação formado, é um cristal insolúvel que se 
acumula dentro das células, bem como na superfície e no meio de cultura. Por ser 
tóxico, após a reação as células metabolicamente viáveis tornam-se não viáveis. A 
quantidade de formazan produzida é determinada pela leitura da absorvância em 
570 nm, após solubilização do cristal (Riss et al., 2016). Esta técnica foi utilizada 
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Figura 12. Reação de redução do MTT a formazan. 
Destaque para a presença dos cristais de formazan presentes no interior e superfície de células HRT-18 
metabolicamente ativas. 
 
Técnica: Duas horas antes de terminar o ensaio de citotoxicidade, foram 
adicionados 20 μl da solução de MTT (5 mg/ml) ao sobrenadante presente por poço, 
e a placa contendo as células expostas ao tratamento e o MTT foi incubada em 
atmosfera úmida, a 37 °C, com 5% CO2, por 2 h. Em seguida, após remover o 
sobrenadante por inversão da placa em papel filtro, adicionaram-se 100 μl de DMSO 
por poço, agitou-se a placa para completa solubilização do formazan e a 
absorvância (Abs) foi mensurada à 570 nm, em leitora de microplacas (Multiskan FC, 
Thermo Scientific, DE).  
A porcentagem de células viáveis foi calculada utilizando a seguinte fórmula 
(Ebada et al., 2008): 
 
% células viáveis = 100 x Abs células tratadas – Abs branco tratado Abs células CT- – Abs branco CT- 
 
 
4.5.4.3 Atividade metabólica por resazurina 
Este teste baseia-se na capacidade que as células metabolicamente viáveis 
apresentam em metabolizar a resazurina (cor azul e baixa fluorescência) em 
resofurina (cor pink e alta fluorescência) (Figura 13) (O'Brien et al., 2000). 
A resazurina é um indicador redox permeável às células que pode ser usado 
para monitorar o número de células viáveis com protocolos semelhantes aos que 
utilizam os compostos de tetrazólio. Diferente do MTT, a resazurina e resofurina não 
são tóxicos para as células, e por ser solúvel em meio de cultura, a resofurina não 




















métodos colorimétricos ou de fluorescência (Riss et al., 2016). Esta técnica foi 







Figura 13. Reação de redução da resazurina a resofurina. 
Destaque para a diferença na coloração observada, na triplicata, na após o tratamento com diferentes concentrações de 
Ext. MeOH (→), em ordem decrescente de concentração, da esquerda para a direita. No canto superior direito (tracejado), 
coloração apresentada para o branco (meio de cultura + resazurina), e no canto inferior direito, o grupo controle.  
 
Técnica: Três horas antes da conclusão do ensaio de citotoxicidade, foram 
adicionados 20 μl da solução de resazurina (440 μM) ao sobrenadante presente por 
poço, e a placa contendo as células expostas ao tratamento e a resazurina foi 
incubada em atmosfera úmida, a 37 °C, com 5% CO2, por 3 h. Em seguida, a placa 
foi agitada e realizada a leitura da Abs à 570 e 620 nm, em leitora de microplacas 
(Multiskan FC, Thermo Scientific, DE). 
Para determinar o número de células viáveis, é necessário calcular o fator de 
correção (Ro) e a quantidade de resazurina reduzida, utilizando as fórmulas abaixo: 
 
Fator de correção (Ro) = Abs570 branco CT+resazurina Abs620 branco CT+resazurina 
 
Redução da resazurina = (Abs570 céls tratadas+resazurina) - (Abs570 branco tratado) Ro x [(Abs620 céls tratadas+resazurina) - (Abs620 branco tratado)] 
 
% células viáveis = 100 x Redução da resazurina do grupo tratado Redução da resazurina do grupo CT- 
 
 
4.5.5 Índice de seletividade 
O índice de seletividade foi calculado através da razão dos valores de CI50 
obtidos com os ensaios de citotoxicidade realizados com células McCoy (células não 










4.5.6 Análise morfológica 
As alterações morfológicas das células foram avaliadas considerando as 
recomendações descritas pelo Comitê de Nomenclatura em Morte Celular 
(Nomenclature Committee on Cell Death - NCCD) (Galluzzi et al., 2015; Galluzzi et 
al., 2007; Kroemer et al., 2009). Para isto, lâminas contendo células tratadas com 
extrato, frações e diluente, na concentração de 1.000 μg/ml, obtidos pela técnica de 
citocentrifugação e corados com May-Grünwald-Giemsa (MGG), foram analisadas 
por meio de imagens obtidas por microscópio óptico. 
A morfologia de 100-300 células por tratamento foi avaliada, sendo realizado 
contagem diferencial para as alterações morfológicas encontradas. 
 
 Citocentrifugado e coloração com May-Grünwald-Giemsa 
Citocentrifugados de amostras de células em suspensão foram preparados 
por centrifugação por 5 min em temperatura ambiente, sob baixa aceleração, em 
citocentrífuga Cytopro (Wescor). Em seguida, as lâminas secas ao ar foram coradas 
com o May-Grünwald-Giemsa (MGG), conforme instruções do fabricante. Para isto, 
lâminas secas contendo citocentrifugados secos foram mantidas imersas em corante 
May-Grünwald (Newprov) por 5 min. Em seguida, o excesso do corante foi removido 
por imersão das lâminas em água destilada, e as mesma foram coradas com o 
corante Giemsa (Newprov), mergulhando as lâminas em uma solução diluída do 
corante (1 gota do corante/ml de água destilada) durante 20 min. Ao final, as lâminas 
foram lavadas em água corrente e secas a temperatura ambiente. 
 
4.5.7 Ensaio clonogênico 
Células HRT-18 suspensas em meio de cultura RPMI suplementado com 5% 
SBF foram transferidas para placas de 24 poços de fundo chato (TPP) (400 μl, 200 
células/poço) e incubadas por 5 h em atmosfera úmida, a 37 °C e 5% CO2, para 
adesão das células à placa. Em seguida, adicionaram-se 400 μl da solução amostra 
teste na concentração desejada, sendo preparada semelhante ao utilizado para os 
ensaios de citotoxicidade (item 4.5.3.2). Depois de incubadas por 16 h, o tratamento 
foi suspenso retirando o sobrenadante. As células foram gentilmente lavadas com 
solução de PBS, e novamente incubadas em meio de cultura RPMI 1640 
suplementado com 10% SBF, por sete dias, sendo o meio de cultura substituído a 
cada três dias. 
55 
 
Ao final, o sobrenadante foi removido, as colônias de células foram fixadas 
com MeOH por 10 min e deixadas secar a temperatura ambiente. Depois de secas, 
as colônias foram coradas com a solução de cristal violeta a 0,02% por 5 min, o 
excesso de corante foi removido e os poços da placa com água destilada e seca em 
temperatura ambiente (Crowley et al., 2016; Franken et al., 2006). 
O número de colônias presentes em cada tratamento foi contado, os dados 
foram normalizados em relação ao grupo CT- e os resultados apresentados na 
forma de gráfico “número de colônias (%) x concentração”. 
 
4.5.8 Análise estatística da atividade biológica 
Os resultados de citotoxicidade foram apresentados como valores de CI50, 
sendo a concentração estimada necessária para reduzir em 50% o número de 
células viáveis, comparado ao grupo controle negativo. Para isto, os dados 
normalizados obtidos em diferentes ensaios de citotoxicidade realizados com 
diferentes concentrações (diluição seriada, ¼ log) foram plotados, analisados e os 
valores de CI50 ± desvio padrão determinados utilizando o programa GraphPad 
Prism 5. 
As comparações estatísticas foram realizadas por análise de variância 
(ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de Tukey, considerando significante 
resultados com p < 0,05. 
 
4.6 PROCESSAMENTO DOS DADOS E ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Todos os extratos e frações foram analisados por LC-DAD-MS (como 
descrito no item 4.4.2) no modo de ionização negativo e positivo. Entretanto, para as 
análises de correlação com a atividade, por apresentarem o maior número de picos, 
foram utilizados somente os dados obtidos pelo modo de ionização negativo. O Ext. 
MeOH de L. pacari foi usado como amostra de controle de qualidade na aquisição 
dos dados, por apresentar a mistura de substâncias presentes nas frações. 
Os dados foram alinhados e reduzidos utilizando os softwares Metalign e 
MSclust, respectivamente. Subsequentemente, o ruído foi randomizado e a análise 
estatística foi realizada com o auxílio da plataforma on line MetaboAnalyst 3.0 
(http://www.metaboanalyst.ca). Os dados foram normalizados pela soma e 
submetidos à transformação logarítmica. 
56 
 
Para realizar as análises utilizando a plataforma MetaboAnalyst é necessário 
informar a classe ou grupo ao qual cada extrato ou fração pertence. A classificação 
foi feita de acordo com os valores de CI50 obtidos nos ensaios de citotoxicidade 
frente às células da linhagem tumoral HRT-18: amostras da classe 1, CI50 < 25 
μg/ml; classe 2, 26 ≤ CI50 < 40 μg/ml; e classe 3, CI50 > 40 μg/ml. 
 
4.6.1 Análise estatística de correlação entre dados LC-MS e atividade citotóxica 
Para a inclusão dos dados da atividade biológica na matriz de dados, os 
resultados de CI50 obtidos nos ensaios de citotoxicidade frente às células da 
linhagem tumoral HRT-18, foram incluídos utilizando a fórmula (100-CI50) x 100. 
Foi realizada a análise de correlação de Pearson, com a finalidade de 
identificar as principais substâncias que apresentam correlação positiva (p ≤ 0,05) 




5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A espécie Lafoensia pacari é uma planta nativa do Brasil utilizada 
popularmente para diversas finalidades, como por exemplo, a ingestão do macerado 
ou decocto das cascas no tratamento de câncer (Melo et al., 2011; Solon et al., 
2000). Porém, não há relatos na literatura de estudos científicos que justificassem o 
uso desta espécie para este propósito. Além disso, estudos quanto a constituição 
química da mesma são restritos. 
Desta forma, nosso grupo de pesquisa avaliou os efeitos do extrato 
metanólico (Ext. MeOH) de cascas da L. pacari frente à diferentes linhagens 
tumorais, exibindo resultados promissores. Ao fracionarmos o Ext. MeOH por 
partição líquido-líquido e avaliarmos a atividade citotóxica das mesmas, comparando 
com os efeitos apresentados pelas células tratadas com Ext. MeOH, os efeitos 
citotóxicos foram semelhantes entre si, não sendo possível sugerir quais substâncias 
seriam responsáveis por esta atividade (Marcondes et al., 2014). 
Com o objetivo de obter frações quimicamente e biologicamente distintas, o 
Ext. MeOH foi submetido ao fracionamento utilizando colunas cromatográficas 
convencionais, empregando como fase estacionária Sephadex LH-20 e Sílica gel 60 
(0,063 – 0,2 mm). As frações obtidas por ambos os sistemas exibiram diversas 
bandas cromatográficas ao serem analisadas por CCD, porém obteve-se baixo 
rendimento, o que dificulta a realização de ensaios biológicos in vitro e as etapas de 
isolamento, purificação e identificação das substâncias (Figura 14). 
Além disso, foi observada a perda de amostra durante estes processos de 
fracionamentos, provavelmente devido a forte interação de algumas substâncias 
presentes no Ext. MeOH com a FE. 
Estes resultados reforçam a hipótese de que o Ext. MeOH de L. pacari é 
complexo e de difícil fracionamento utilizando técnicas convencionais. Desta forma, 
optou-se por utilizar a técnica de Cromatografia de Partição Centrífuga (CPC) para 
realizar o fracionamento do Ext. MeOH, já que esta apresenta como vantagens a 
ausência de suporte sólido e alta taxa de recuperação, minimizando perdas de 












Figura 14. Colunas cromatográficas de vidro empacotadas com sílica gel e 
Sephadex LH-20 utilizadas em testes de fracionamento do extrato metanólico de 
Lafoensia pacari. 
Em (A), imagem da porção inferior da coluna cromatográfica contendo sílica gel durante o 
fracionamento do Ext. MeOH. Em (B), à esquerda, imagem da porção superior da coluna 
cromatográfica contendo Sephadex LH-20 ao iniciar as coletas das frações. Em (B), à direita, a 




5.1 FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANÓLICO 
 
5.1.1 Seleção do sistema de solventes 
O uso do CPC para o isolamento de substâncias conhecidas e a partir de 
extratos ou frações de produtos naturais é amplamente descrito na literatura. Nestes 
casos, os testes de partição líquido-líquido são realizados de modo obter um 
coeficiente de partição das substâncias de interesse, entre as fases superior e 
inferior do sistema de solventes, próximo ao valor 1. 
Antes de realizar o fracionamento por CPC, foi necessário selecionar o 
sistema de solventes a ser utilizado por meio de testes de partição líquido-líquido. 
Como método analítico para esta etapa, foi utilizado a CCD, por se tratar de uma 
técnica prática, rápida e de menor custo quando comparado a técnicas analíticas 
mais modernas, como a LC. 
Dentre os sistemas de solventes compatíveis com o CPC, optou-se por 
testar os compostos pela mistura de hexano, acetato de etila, n-butanol, metanol e 
9        10       11         12       13       14        15        16 Ext. MeOH 
Ext. 
MeOH 
1          2        3          4          5         6         7          8 
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água, devido à presença de compostos apolares e polares no Ext. MeOH de cascas 
de L. pacari. 
O primeiro teste foi realizado com três sistemas de solventes com ordem 
crescente de polaridade, sendo estes compostos pelas misturas 1 (hexano:acetato 
de etila:metanol:água - 1:1:1:1, v/v/v/v, Arizona N), 2 (acetato de etila:água - 1:1, v/v, 
Arizona A) e 3 (n-butanol:água - 1:1, v/v). 
A distribuição das substâncias presentes no Ext. MeOH de L. pacari, entre a 
fase superior e inferior, foi diferente nos três sistemas testados (Figura 15). A análise 
por CCD das fases inferiores e superiores revelou a presença de substâncias 
polares e apolares no Ext. MeOH, exibidas na forma de bandas cromatográficas 
bem definidas ou como bandas alargadas ou caudas. 
Para o sistema denominado de Arizona N, foi observado que todas as 
substâncias permaneceram na fase inferior, enquanto que para o sistema Arizona A, 
houve a partição entre as duas fases de algumas substâncias menos polares, porém 
a maioria permaneceu na fase inferior. No sistema n-butanol:água (1:1), apesar de 
ser observado a presença de substâncias menos polares na fase superior, a maioria 







Figura 15. Análise por cromatografia de camada delgada de amostras obtidas no teste de 
partição líquido-líquido para escolha do sistema solvente. 
Amostras (10 μl) da fase superior (U) e inferior (L) de cada sistema solvente testado foram aplicadas em placa 
cromatográfica de sílica gel e eluídas com fase móvel composta pela mistura de n-butanol, ácido acético glacial e 
água (65:15:25, v:v:v). Em seguida, a placa cromatográfica foi visualizada em 254 nm (A) e, posteriormente, 
revelada com uma solução etanólica de ácido fosfomolíbdico a 20% (m/v) e aquecimento. Os sistemas solventes 
testados, em ordem de aplicação na placa, foram: n-butanol:água (1:1, v/v, BuOH/W); acetato de etila:água (1:1, v/v, 
Ariz. A) e hexano:acetato de etila:metanol:água (1:1:1:1, v/v/v/v, Ariz. N). O Ext. MeOH (C) foi utilizado como 
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De acordo com Oka et al. (1991), para que um sistema de solventes bifásico 
seja considerado satisfatório ao uso em CPC, a mistura dos solventes deve resultar 
em duas fases com volumes semelhantes e que se separam rapidamente em 
camadas homogêneas após agitação em funil de separação. O tempo de resolução 
(ou separação das camadas) recomendado é que seja menor 30 s, promovendo 
retenção satisfatória na fase estacionária da coluna. 
Nos três sistemas testados, a separação das fases não foi completa, sendo 
observada a presença de emulsão persistente entre as mesmas. Desta forma, novos 
testes foram realizados adicionando-se modificadores (Tabela 1) e seu resultado 
apresentado na Figura 16. 
A adição de modificadores aos sistemas não interferiu na distribuição das 
substâncias, e como esperado, facilitou a separação de fases, reduzindo a camada 
emulsão formada entre elas após vigorosa agitação. Desta forma, dentre os onze 
sistemas testados, por apresentar menor formação de emulsão, separação das 
fases em menor tempo e boa distribuição das substâncias nas mesmas, o sistema 
de solventes composto pela mistura de n-butanol:água:isopropanol (33:50:17, v/v/v) 
(3.c) foi escolhido para ser utilizado no fracionamento do Ext. MeOH de cascas de L. 
pacari utilizando a técnica de CPC. 
 
Tabela 1. Sistemas de solventes avaliados no teste de partição líquido-líquido com o extrato 
metanólico de cascas de Lafoensia pacari. 
Legenda 
Sistema de solventes Modificadores 
Hexano Acetato de etila n-Butanol Metanol Água Ác. acético Isopropanol 
1 25 25 0 25 25 - - 
2 0 50 0 0 50 - - 
2.a 0 53 0 0 45 2 - 
2.b 0 50 0 0 45 5 - 
2.c 0 45 0 0 45 10 - 
3 0 0 50 0 50 - - 
3.a 0 0 40 0 50 - 10 
3.b 0 0 37,5 0 50 - 12,5 
3.c 0 0 33 0 50 - 17 
3.d 0 0 43 0 55 2 - 








Figura 16. Análise por cromatografia de camada delgada de amostras obtidas no teste de 
partição líquido-líquido para escolha do sistema solvente com a adição de modificadores. 
Amostras (10 μl) da fase superior (U) e inferior (L) de cada sistema solvente testado foram aplicadas em placas 
cromatográficas de sílica gel e eluídas com fase móvel composta pela mistura de n-butanol, ácido acético glacial e 
água (65:15:25, v:v:v). Em seguida, a placas cromatográficas foram visualizadas em 254 e 365 nm e, posteriormente, 
reveladas com uma solução etanólica de ácido fosfomolíbdico a 20% (m/v) e aquecimento. Os sistemas solventes 
testados, com a adição de modificadores, foram acetato de etila:água:ácido acético (2.a, 2.b, 2.c), n-
butanol:água:isopropanol (3.a, 3.b, 3.c) e n-butanol:água:ácido acético (3.d, 3.e) (A). O Ext. MeOH foi utilizado como 
controle, para comparação com as demais amostras analisas, assim como a análise por CCD das amostras de 
sistemas solventes sem a adição de modificadores (B). Para proporção dos solventes usados, ver Tabela 1. 
 
5.1.2 Fracionamento do Ext. MeOH por CPC 
No presente trabalho, a técnica de CPC foi utilizada com o objetivo de obter 
frações que fossem distintas quimicamente entre si, uma vez que a identidade das 
substâncias ativas presentes no Ext. MeOH de cascas de L. pacari eram 
desconhecidas. Desta forma, optou-se por realizar o processo em modo ascendente 
(em que a fase superior do sistema bifásico é denominada fase móvel e a fase 
inferior denominado fase estacionária), mantendo o fluxo inalterado durante as 
etapas de eluição e extrusão. 
O processo de fracionamento do Ext. MeOH resultou na coleta de 81 frações 
com 10 ml cada, sendo 62 coletadas durante a etapa de eluição da FM (frações 1-
62) e dezenove durante a extrusão da FE (frações 63-81). Ao analisar por CCD as 
frações coletadas (Figura 17), foi observado que as mesmas se encontram em 
ordem crescente de polaridade, ou seja, substâncias menos polares estão presentes 
nas primeiras frações, enquanto que as substâncias polares estão presentes nas 
últimas frações, principalmente nas coletadas durante a etapa de extrusão. 
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Figura 17. Perfil cromatográfico emitido pelo cromatográfico de partição centrífuga e por 
cromatografia de camada delgada das frações obtidas a partir do Ext. MeOH de cascas de 
Lafoensia pacari. 
O fracionamento foi realizado pela técnica de CPC, utilizando como sistema de solvente a mistura de n-
butanol:água:isopropanol (33:50:17, v/v/v). A coleta das frações foi monitorada por detector de UV a 280 nm (A). Em 
seguida, as frações foram aplicadas em placas de CCD (10 μl e 20 μl de amostra por banda para o Ext. MeOH e 
frações, respectivamente), eluídas com n-butanol:ácido acético glacial:água (65:15:25, v/v/v), visualizadas em 254 e 365 
nm e, posteriormente, reveladas com uma solução etanólica de ácido fosfomolíbdico e aquecimento (B). As linhas azuis 
indicam o agrupamento das frações por similaridade cromatográfica após análise do cromatograma obtido pelo SCPC 
em 280 nm (A) e de perfil cromatográfico por cromatografia de camada delgada (B). 
 
De acordo com o perfil cromatográfico emitido pelo SCPC a 280 nm e pelas 
análises de CCD, as frações coletadas foram agrupadas por similaridade 
cromatográfica, resultando em dezessete frações de rendimento variado (Tabela 2), 
com uma taxa de recuperação de 97,8%. 
Das dezessete frações, a fração 1-8 (F01) foi a única que apresentou 
rendimento igual a zero, não sendo observado a presença de bandas ao avaliar o 
perfil cromatográfico por CCD. Sendo assim, esta fração foi excluída do estudo. 
 
Tabela 2. Frações obtidas por cromatografia de partição centrífuga a partir do extrato 
metanólico de cascas de Lafoensia pacari e seus respectivos rendimentos. 
Etapa Fração Sigla Resíduo (mg) Rendimento (%)a 
Eluição 
1-8 F01 0,0 0 
9-10 F09 14,4 1,4 
11-12 F11 46,6 4,6 
Ext. 
MeOH 1    4    8   10  12  14  16  18  20  22  24 26  28  30  32  34  36  38    40  42   44   46   48   51  54   57   60   63    65  67   69  71  73  75   77  79  81 
63 
 
13-14 F13 38,7 3,8 
15-17 F15 30,1 3,0 
18-21 F18 40,3 4,0 
22-26 F22 42,0 4,1 
27-30 F27 26,7 2,6 
31-32 F31 16,9 1,7 
33-37 F33 55,9 5,5 
38-41 F38 31,5 3,1 
42-54 F42 179,5 17,7 
55-62 F55 71,1 7,0 
Extrusão 
63-64 F63 51,6 5,1 
65-66 F65 62,0 6,1 
67-68 F67 90,2 8,9 
69-81 F69 195,6 19,3 
a Rendimento expresso em porcentagem de m/m em relação ao Ext. MeOH de L. pacari 
 
 
5.2 IDENTIFICAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS PRESENTES NAS AMOSTRAS 
As substâncias presentes na espécie L. pacari foram investigadas com o 
auxílio de técnicas cromatográficas e espectrométricas conforme descrito a seguir. 
 
5.2.1 Análise das cascas de Lafoensia pacari por ressonância magnética nuclear 
de estado sólido (RMN-sólido) 
As cascas de L. pacari foram analisadas por RMN-sólido com a finalidade de 
obter informações estruturais das substâncias majoritárias presentes no material 
vegetal antes do processo de extração. 
De acordo com a Figura 18, o espectro de RMN 1H demonstrou a presença 
de diversos sinais sobrepostos com deslocamento característico de açúcares (3-5 
ppm), sendo estes os mais intensos. Também foram observados, em menor 
intensidade, sinais sobrepostos na região de substâncias aromáticas (6-8 ppm). 
Estes resultados sugerem a presença principalmente de substâncias 
aromáticas glucosiladas e/ou polissacarídeos. Entretanto, devido a complexidade da 
amostra demonstrada pela multiplicidade dos sinais observados, tornou-se 
necessário a extração e fracionamento destas substâncias para que seja possível 
realizar a elucidação estrutural das mesmas. 
Por se tratarem de substâncias polares, estima-se que estas sejam 
facilmente extraídas com água (uso popular) e MeOH, conforme realizado neste 
trabalho. Após extração e fracionamento, derivados de L. pacari foram analisados 





Figura 18. Espectro de 1H RMN em estado sólido de cascas de Lafoensia pacari. 
Cascas secas e trituradas de L. pacari foram dispersas em D2O e analisadas por 1H RMN-sólido. 
 
 
5.2.2 Identificação de substâncias presentes em derivados de Lafoensia pacari por 
LC-DAD-MS 
Extratos e frações de L. pacari foram primeiramente analisados por LC-DAD-
MS em modo de ionização negativo e positivo, tendo como objetivo avaliar o perfil 
cromatográfico das amostras e definir o modo de ionização a ser utilizado na 
fragmentação das substâncias. Em seguida, as frações foram novamente analisadas 
e submetidas a fragmentação em modo de ionização negativo. 
Dados de alta resolução de MS, MS/MS (modo negativo) e UV das 
substâncias presentes nas amostras analisadas foram comparados com dados da 
literatura. Algumas substâncias tiveram sua identificação confirmada com a injeção 
de padrões.  
O perfil cromatográfico das amostras de L. pacari foi demonstrado por meio 
do Cromatograma de Íons Totais (TIC) obtido em modo negativo, permitindo a 
visualização de picos correspondentes as substâncias sem depender da presença 
de grupos cromóforos na estrutura a ser analisada. 
Conforme observado na Figura 19, a técnica de CPC permitiu a separação 
de frações com perfil cromatográfico distintos, havendo a distribuição das 
substâncias entre elas. No total, foram detectadas e caracterizadas 65 substâncias 
nas amostras de L. pacari, incluindo carboidratos, taninos hidrolisáveis, derivados do 





Os picos 1, 2 e 3 foram identificados como sendo substâncias pertencentes 
a classe dos carboidratos. Estes apresentaram tR próximos entre si e exibem banda 
de λmáx em 222 nm. 
O pico 1 apresentou íon desprotonado de m/z 181,0706 [M-H]-, compatível 
com a fórmula molecular C6H14O6. Não foi observada a presença de íons fragmentos 
no espectro MS2. De acordo com os dados de UV, MS e fórmula molecular, este foi 
caracterizado como sendo manitol ou seu isômero. 
O pico 2 apresentou íon desprotonado de m/z 179,0554 [M-H]-, compatível 
com a fórmula molecular C6H12O6. Não foi observada a presença de íons fragmentos 
no espectro MS2. De acordo com os dados de UV, MS e fórmula molecular, este foi 
caracterizado como sendo hexose. 
O pico 3 exibiu íon desprotonado de m/z 341,1083 [M-H]-, compatível com a 
fórmula molecular C12H22O11. O espectro de MS2 exibiu íon fragmento de m/z 179, 
compatível com di-O-hexosídeo. 
 
5.2.2.2 Taninos hidrolisáveis e derivados do ácido elágico 
Os elagitaninos (4, 5, 7-12, 14, 15, 17, 18, 20, 21, 24, 27, 32, 35, 55, 58 e 
59) apresentam basicamente dois tipos de espectro de UV, um com banda de λmáx 
em ≈280 nm característico da presença do grupo hexahidroxidifenoila (HHDP), e 
outro com a presença de duas bandas de λmáx em ≈260 e 370 nm característico da 
presença do grupo ácido elágico (Tavares et al., 2016). 
Para os picos 4, 5, 8, 9, 11 e 17, não foi observada a presença de vale no 
espectro de UV, resultando em uma banda de absorção larga no espectro de UV, 
com λmáx ≈ 280 nm, característico de presença de grupos HHDP. Sua presença foi 
confirmada ao avaliar o perfil de fragmentação, o qual resultou na formação do íon 
fragmento de m/z 300,9974, compatível com C14H5O8- (ácido elágico). Este íon 
fragmento é formado devido a ciclização do grupo HHDP para ácido elágico (29) em 





Figura 19. Cromatogramas de íons totais (modo de ionização negativo) dos extratos e frações de 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Os picos 8, 11 e 17, com tR 2,31, 2,87 e 5,02 min, respectivamente, exibiram 
o mesmo íon desprotonado de m/z 783 [M-H]- e um íon duplamente carregado de 
m/z 391 [M-2H]2-, compatível com a fórmula molecular C34H24O22. Seus íons 
fragmentos de m/z 481 e 301 correspondem as moléculas de glucose-HHDP 
desprotonada ([M-301-H]-, perda de ácido elágico) e ácido elágico (proveniente do 
grupo HHDP), respectivamente (Ambigaipalan et al., 2016a; Kajdzanoska et al., 
2010; Mena et al., 2012). O íon fragmento de m/z 275, derivado da lactonização 
parcial de HHDP, seguido de descarboxilação (Hooi Poay et al., 2011), também foi 
observado no espectro MS2. Assim, os picos 8, 11 e 17 foram identificados como 
sendo compatíveis ao de di-HHDP-hexosídeo (isômero de pedunculagina I). 
Os picos 4 e 5, com tR 1,30 e 1,63 min, respectivamente, exibiram o mesmo 
íon desprotonado de m/z 481 e íons fragmentos de m/z 301, 275, 257 e 229, típicos 
da fragmentação do grupo HHDP (Gu et al., 2013). Estes picos foram identificados 
como sendo de HHDP-O-hexosídeo (C20H18O14) (Grace et al., 2014). 
Os picos 7, 10, 12, 14, 15, 18, 20, 21, 24, 27, 55, 58 e 59 exibiram duas 
bandas de absorção em ≈260 e 370 nm no espectro de UV, semelhante ao do ácido 
elágico (Abid et al., 2017; Tavares et al., 2016). O perfil de fragmentação exibido 
pelos mesmos confirma que estes picos são correspondentes a substâncias que 
apresentam o grupo ácido elágico em suas estruturas. 
O pico 7, com tR 2,06 min, exibiu íon desprotonado de m/z 781,0528 [M-H]- 
(C34H21O22-). A partir da fragmentação do íon m/z 781, foram observados os íons 
fragmentos m/z 601 [M-H-180]- (ácido galágico), m/z 575 [M-H-206]-, m/z 721 [M-H-
60]- e m/z 299. De acordo com dados na literatura, este pico foi identificado como 
sendo correspondente ao galagil-hexosídeo (C34H22O22), um isômero de punicalina 
(Calani et al., 2013; Fischer et al., 2011; Mena et al., 2012). 
O pico 12 foi exibiu íons [M-H]- e [M-2H]2- de m/z 933 e 466, 
respectivamente. A fragmentação do íon m/z 933 resultou na presença íons 
fragmentos característicos m/z 781 e 601 no espectro MS2, correspondentes a perda 
do grupo galoil e do ácido galágico. Desta forma, este pico foi identificado como 
sendo o da substância O-galoil galagil hexosídeo ou O-galoil punicalina (C41H26O26) 
(Abdulla et al., 2017; Calani et al., 2013). 
Os picos 10, 15, 18, 21 e 24, com tR 2,75, 3,86, 7,12, 10,90 e 13,92 min, 
respectivamente, exibiram o mesmo íon desprotonado m/z 1083, compatível com a 
fórmula molecular C48H28O30. Eles apresentaram perfil de fragmentação (MS2) 
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semelhante, com íons fragmentos m/z 601 e 301, confirmando a presença de ácido 
galágico e o grupo HHDP. Desta forma, estes picos foram identificados como sendo 
correspondentes às substâncias HHDP-galagil O-hexosídeo, isômeros de 
punicalagina (Abdulla et al., 2017; Ambigaipalan et al., 2016a; Calani et al., 2013; 
Mena et al., 2012). 
 
5.2.2.3 Derivados do ácido elágico 
Além dos já mencionados, também foi observado que os picos 16, 23, 25, 
26, 28-31, 34 e 36-38 apresentavam bandas no espectro de UV com λmáx ≈260 e 
370, dados semelhantes aos do ácido elágico. 
O pico 29, com tR de 16,69 min, apresentou íon desprotonado de m/z 
300,9998 [M-H]- (C14H5O8-). No espectro MS2 foram detectados íons fragmentos de 
m/z 283, 257 e 229, resultante da perda neutra de água (18 u), CO2 (44 u) e CO (28 
u), respectivamente. Estes dados foram semelhantes aos encontrados na literatura 
para o ácido elágico (Ambigaipalan et al., 2016a; Gu et al., 2013; Mämmelä et al., 
2000), o qual foi confirmado pela injeção de padrão. 
Nos espectros MS2, obtidos a partir da fragmentação dos íons desprotonados 
exibidos pelos picos 23, 28, 30, 31, 34, 36 e 38, foi observada a presença de íons 
fragmentos resultantes da perda de 162, 132, 146 e 152 u, sugestivos da presença 
dos substituintes hexosil, pentosil, deoxihexosil e galoil. Além disso, nos espectros 
MS2 dos picos 34 e 36 observou-se a perda de um radical metil (15 u) produzindo 
íon fragmento relativo ao ácido elágico (m/z 300). Estas substâncias foram 
identificadas como sendo ácido O-hexosil elágico (23), ácido O-pentosil elágico (28 e 
30), ácido O-deoxihexosil elágico (31), ácido O-deoxihexosil O-metil elágico (34 e 
36) e ácido O-galoil-deoxihexosil elágico (38) (Ambigaipalan et al., 2016a; Calani et 
al., 2013; Djoukeng et al., 2007; Mullen et al., 2003). 
 
5.2.2.4 Saponinas e triterpenos 
Os picos 39-51, 53-54, 57 e 61 não apresentaram banda de absorção no UV, 
resultando em íons fragmentos com perda de 180 u (hexosídeo + H2O), uma 
molécula de ceteno (C2H2O, 42 u), relacionado ao substituinte acetil e 
subsequentemente as perdas de uma molécula de água, CO e CO2. A perda de 
pentose (132 u) também é observada no espectro MS2 de alguns picos, como os 45 
e 46, que exibem íons de m/z 661 [M-H-180]-, 619 [M-H-180-C2H2O]- e 469 [M-H-
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180- C2H2O-H2O-132]-. Desta forma, os dados dos espectros correspondentes aos 
das substâncias dos picos 39-51, 53-54, 57 e 61 são de saponinas, porém estes não 
puderam ser estruturalmente caracterizados por não ter sido encontrado na literatura 
dados quanto a via de fragmentação dos mesmos. O mesmo foi observado para os 
triterpenos 56, 60 e 63-65. 
 
5.2.3 Substâncias majoritárias presentes nas frações de Lafoensia pacari 
Após a identificação das substâncias presentes nos extratos e frações de L. 
pacari, as frações foram caracterizadas de acordo com os picos majoritários 
observados no TIC (Figura 19). Estas informações foram agrupadas e apresentadas 
no Quadro 2. 
As frações F09 e F11 apresentam como principal característica a presença 
majoritária de saponinas e triterpenos, representadas por picos com tempo de 
retenção > 26 min. Na F11 também foi observada a presença de um dos isômeros 
de punicalagina, HHDP-galagil O-hexosídeo (18), dilactona de ácido galágico (26) e 
ácido elágico (29). Estes dois últimos também foram observados na fração F13, 
assim como as saponinas (39) e (40). 
Entretanto, a principal característica da F13 é a presença de catequinas (13 
e 19) e derivados glicosilados do ácido elágico (31, 36, 38). Estes e outros derivados 
glicosilados de ácido elágico também foram detectados majoritariamente nas frações 
F18 e F38. 
A fração F42 e demais frações coletadas durante a etapa extrusão (F63-81) 
apresentaram em comum a presença de carboidratos, representados pelos 
primeiros picos detectados nos cromatogramas (1-3). Com exceção da F69, também 
foi detectado a presença majoritária de taninos hidrolisáveis nessas frações, assim 
como na F15, F31 e F33. Como exemplo, tem-se a fração F63, o qual demonstrou 
ser rica em três (10, 15, 18) dos cinco isômeros de HHDP-galagil O-hexosídeo 
identificados. 
As frações F22 e F27 apresentaram perfil cromatográfico semelhante entre 
si, nos quais foram detectados a presença de algumas substâncias não comuns nas 
outras frações, como os outros dois isômeros de HHDP-galagil O-hexosídeo (21, 
24). O mesmo ocorreu para os ácidos O- e C-hexosil elágico (23 e 25, 





Quadro 2. Distribuição das substâncias entre as frações de Lafoensia pacari. 
Fração Substâncias 
F09 Ácido elágico (29), saponinas (39-51, 53-54, 57, 61) e triterpenos (56, 60, 63, 64, 65) 
F11 
HHDP-galagil O-hexosídeo (18), dilactona do ácido galágico (26), ácido elágico (29), 
elagitanino (37), ácido O-galoil-deoxihexosil elágico (38), saponinas (39-51, 53-54, 57, 61) 
e triterpenos (56, 60, 63-65) 
F13 
Galocatequina (13), catequina (19), HHDP-galagil O-hexosídeo (24), dilactona do ácido 
galágico (26), ácido elágico (29), ácido O-deoxihexosil elágico (31), ácido O-deoxihexosil 
O-metil elágico (36), elagitanino (37), ácido O-galoil-deoxihexosil elágico (38), saponina 
(39, 40) 
F15 
HHDP-O-hexosídeo (4, 5), di-HHDP O-hexosídeo (8), O-galoil galagil hexosídeo (12), 
HHDP-galagil O-hexosídeo (15, 18), elagitanino (27), ácido O-pentosil elágico (30), ácido 
O-deoxihexosil O-metil elágico (36) 
F18 
HHDP-galagil O-hexosídeo (24), ácido O-pentosil elágico (28, 30), ácido elágico (29), ácido 
O-deoxihexosil elágico (31), ácido O-deoxihexosil O-metil elágico (36), derivado do ácido 
elágico (32) 
F22 
HHDP-galagil O-hexosídeo (10), ácido O-galoil elágico (16), elagitanino (20), HHDP-galagil 
O-hexosídeo (21), NI (22), ácido O-hexosil elágico (23), HHDP-galagil O-hexosídeo (24), 
ácido C-hexosil elágico (25), ácido O-pentosil elágico (28), ácido elágico (29) ácido O-
deoxihexosil elágico (31), elagitaninos (27, 35) 
F27 
NI (6), galagil hexosídeo (7), HHDP-galagil O-hexosídeo (10, 21, 24), di-HHDP O-
hexosídeo (11, 17), O-galoil galagil hexosídeo (12), elagitaninos (20, 27, 35), NI (22), ácido 
elágico (29), ácido O-pentosil elágico (30) 
F31 NI (6), galagil hexosídeo (7), HHDP-galagil O-hexosídeo (10), O-galoil galagil hexosídeo (12), elagitanino (14), HHDP-galagil O-hexosídeo (15, 18), di-HHDP O-hexosídeo (17) 
F33 HHDP-O-hexosideo (4-5), di-HHDP O-hexosídeo (8), HHDP-galagil O-hexosídeo (10, 15, 18), O-galoil galagil hexosídeo (12), elagitanino (14) 
F38 
Galocatequina (13), ácido O-galoil elágico (16), HHDP-galagil O-hexosídeo (18), ácido 
elágico (29), ácido O-deoxihexosil elágico (31), derivado do ácido elágico (32), NI (33), 
ácido O-deoxihexosil O-metil elágico (34, 36), ácido O-galoil-deoxihexosil elágico (38) 
F42 Carboidratos (1-3), HHDP-O-hexosideo (4-5), HHDP-galagil O-hexosídeo (15, 18) 
F55 Carboidratos (1-3), HHDP-galagil O-hexosídeo (10, 15, 18) 
F63 Carboidratos (1-3), galagil hexosídeo (7), HHDP-galagil O-hexosídeo (10, 15, 18) 
F65 Carboidratos (1-3), HHDP-O-hexosideo (4), galagil hexosídeo (7), HHDP-galagil O-hexosídeo (10, 15, 18), ácido elágico (29) 
F67 Carboidratos (1-3), HHDP-galagil O-hexosídeo (10, 18), ácido elágico (29) 
F69 Carboidratos (1-3), ácido elágico (29) 







5.2.4 Identificação de substâncias presentes em derivados de Lafoensia pacari 
MALDI-TOF 
Os extratos e frações F63 e F69 foram também analisadas por MALDI-TOF 
para verificar a presença de taninos de alta massa molecular além dos detectados 
pela análise de LC-DAD-MS. O MALDI tem sido utilizado para analisar os taninos 
por exibir alta sensibilidade e baixos efeitos de supressão iônica quando comparado 








































































































































































































Os espectros obtidos com a análise dos extratos MeOH, MAC e DEC por 
MALDI foram semelhantes (Figura 20). Os íons de m/z 1107, 957 e 807 [M+Na]+ 
foram identificados como sendo correspondentes às substâncias HHDP-galagil 
hexosídeo, O-galoil galagil hexosídeo e di-HHDP hexosídeo, respectivamente, 
baseado nos resultados obtidos com a análise das amostras por LC-DAD-MS. 
 
 
Figura 20. Espectros de massas de extratos e frações de Lafoensia pacari e espectro MS/MS obtido 
por MALDI-TOF. 
Espectros de massas do extrato metanólico (Ext. MeOH) (A), extratos aquosos obtidos por maceração a frio 
(MAC) (B) e decocção (DEC) (C), frações F63 (D) e F69 (E) obtidas por CPC. Em (F), o espectro MS/MS do íon 
de m/z 1723. Todos os íons observados nos espectros correspondem aos íons sodiados ([M+Na]+) e os íons 
marcados com * são relativos aos íons da matriz. 
 
Entretanto, algumas substâncias relativas aos íons de m/z 1723, 1439 e 1395 
[M+Na]+ foram observados apenas com a análise por MALDI. Seus espectros 
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MS/MS exibiram poucos íons fragmentos, não sendo possível identificar estas 
substâncias. Porém sugere-se que estes sejam derivados de HHDP-galagil 
hexosídeo, uma vez que o íon de m/z 1723 ([M+Na]+) origina os íons fragmentos de 
m/z 1561, 1107 e 975 (Figura 20.F) 
 
 
5.3 ENSAIOS BIOLÓGICOS IN VITRO 
 
5.3.1 Atividade biológica in vitro frente a células leucêmicas U-937 
 
5.3.1.1 Atividade citotóxica do Ext. MeOH e frações de Lafoensia pacari 
O potencial tóxico do Ext. MeOH de cascas de L. pacari e todas as frações 
foi inicialmente avaliado frente a células de linhagem leucêmica U-937, por 24 h, 
dando continuidade ao trabalho realizado pelo nosso grupo (Marcondes et al., 2014). 
Para isto, foram analisadas o número de células viáveis recuperadas, por meio do 
ensaio de exclusão do azul de tripan, bem como as alterações morfológicas 
provocadas pelo tratamento. 
Os resultados deste ensaio demonstraram que o Ext. MeOH e as frações 
apresentaram um efeito concentração-dependente, resultando na redução do 
número de células viáveis quando expostas ao tratamento por 24 h, exceto a F63 
(Tabela 4). Além disso, foi observado que das dezesseis frações, oito demonstraram 
ser mais citotóxicas que o Ext. MeOH na concentração de 1.000 μg/ml. 
Ao avaliar o efeito das frações sobre as células em menores concentrações 
(100 e 500 μg/ml), destacam-se os resultados obtidos para as frações com 
características menos polares (F09, F11, F13), os quais apresentaram redução no 
número de células viáveis recuperadas superiores a 70%, mesmo na menor 
concentração testada (100 μg/ml). As demais frações apresentaram valores 
inferiores a 50%, semelhante ao encontrado para o Ext. MeOH (redução de 18%) 
nas mesmas condições e concentração. 
A partir dos resultados de citotoxicidade exibidos pelas três concentrações 
testadas, foi estimado o valor de CI50 de cada amostra, possibilitando a comparação 
da atividade do extrato e frações em termos de potência. Conforme observado na 
Tabela 4, o Ext. MeOH de L. pacari apresentou valor de CI50 estimado de 395,4 
μg/ml, enquanto que para as frações este valor variou de 55,5 a 722,5 μg/ml para a 
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F13 e F67, respectivamente. Para a F63, não foi possível estimar o valor de CI50, 
uma vez que esta não apresentou efeito concentração-dependente. 
Esses dados sugerem que das dezesseis frações testadas, treze 
demonstraram ser mais potentes que o Ext. MeOH frente a células U-937, com 
valores de CI50 < 390 μg/ml. Além disso, foi possível observar que as frações menos 
polares (F09, F11 e F13) foram as mais ativas, sugerindo uma correlação entre a 
polaridade das frações e a atividade citotóxica in vitro. 
 
Tabela 4. Atividade tóxica do extrato metanólico de cascas de L. pacari e suas frações em células 
leucêmicas U-937. 
Amostra Células vivas recuperadas (%)
a CI50 estimado (μg/ml)d 100 μg/ml 500 μg/ml 1.000 μg/ml 
Extrato 
MeOHb 88,8 42,8 9,0 395,4 
Fração 
F09 4,5 0,1 0,0 69,3 
F11c 41,0 3,8 0,0 82,3 
F13 23,7 1,3 0,2 55,5 
F15 97,1 54,1 33,1 594,7 
F18 55,1 20,0 1,4 121,5 
F22 75,9 10,9 2,7 176,3 
F27 88,5 28,7 0,7 298,3 
F31 86,8 25,9 0,9 273,5 
F33 57,3 41,6 25,0 189,1 
F38 56,4 25,7 21,7 137,8 
F42 75,4 17,4 12,7 203,7 
F55 64,2 37,8 19,5 219,8 
F63c 104,5 92,4 112,8 - 
F65 71,7 37,4 20,9 271,9 
F67c 95,2 48,7 49,2 722,5 
F69c 87,6 30,9 3,3 304,7 
a células U-937 em crescimento exponencial, mantidas em meio RPMI suplementado com 1% de SBF, foram expostas às 
concentrações indicadas das frações e do extrato metanólico de L. pacari por 24 h, a 37 °C em atmosfera úmida e 5% de CO2. 
Cada valor representa a percentagem média de células viáveis recuperadas normalizados em relação ao grupo controle 
negativo de um experimento realizado em triplicata. 
b resultados referente a média de sete experimentos independentes realizados em triplicata. 
c resultados referente a média de dois experimentos independentes realizados em triplicata. 
d concentração estimada necessária para reduzir em 50% o número de células viáveis (CI50) comparado ao grupo controle 
negativo. 
 
A lipofilicidade de compostos bioativos é uma das principais características 
avaliadas durante o desenvolvimento de novas drogas, pois está relacionada com as 
propriedades físico-químicas, farmacocinética e farmacodinâmica. Além disso, 
estudos demonstram que a lipofilicidade também apresenta correlação com a 
atividade citotóxica (Baguley et al., 2002; Morak-Młodawska et al., 2016). 
A influência que a lipofilicidade exerce sobre a atividade biológica é 
facilmente observada durante a realização de ensaios in vitro. Enquanto substâncias 
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hidrofílicas ativam mecanismos carreadores celulares que possibilitam a sua entrada 
no citoplasma, as substâncias lipofílicas atravessam a membrana por difusão 
passiva, se ligando rapidamente ao seu sítio ativo (Baguley et al., 2002). Desta 
forma, os efeitos provocados por substâncias lipofílicas são os primeiros a serem 
observados, uma vez que não dependem da ativação de mecanismos secundários, 
confirmando os resultados encontrados para os derivados de L. pacari. 
No que se refere à análise morfológica, em condições padrões de cultura, as 
células da linhagem U-937 apresentam características de blastos (Figura 21.A), 
semelhante ao descrito na literatura (Sundström and Nilsson, 1976). Tratam-se de 
células não-aderentes redondas e algumas vezes poligonais, com relação núcleo-
citoplasma elevada, citoplasma basófilo com poucos vacúolos e aparelho de Golgi 
proeminente. Seu núcleo apresenta forma variável, podendo apresentar entalhes ou 
lobulações, cromatina irregular com alguns pontos de maior condensação, onde um 
ou mais nucléolos bem delineados são notados. Na superfície destas células é 
possível observar a formação de “blebs” (projeções mais largas e arredondadas) e 
poucas projeções. 
Ao analisar a lâmina contendo células tratadas com o Ext. MeOH (1.000 
μg/ml) (Figura 21.B), foi possível observar que as mesmas apresentaram alterações 
fenotípicas heterogêneas, prevalecendo a presença de células com perda da 
resolução núcleo/citoplasma e ausência de membrana citoplasmática e nuclear 
definidas. Em menor quantidade, foram encontrados células com perda de 
membrana citoplasmática e leve aumento de tamanho, porém com núcleo intacto e 
presença de nucléolos bem definidos. 
A heterogenicidade das alterações fenotípicas também foi observado em 
células expostas às frações (1.000 μg/ml), havendo variações na frequência de 
acordo com a fração ao qual foram expostas. Pelo menos três alterações 
morfológicas foram encontradas e caracterizadas entre as células tratadas, as quais 
foram contadas e sua frequência apresentada no Tabela 5. São elas: 
a) Tipo I: células com múltiplos vacúolos citoplasmáticos, com tamanho 
superior ao normalmente apresentado; 
b) Tipo II: células arredondadas com perda de projeções citoplasmáticas, 




c) Tipo III: células com aumento de tamanho (inchadas), perda de resolução 







Figura 21. Efeito do extrato metanólico de cascas Lafoensia pacari sobre a morfologia de células 
U-937. 
Células U-937 em crescimento exponencial (A) foram expostas a 1.000 μg/ml do Ext. MeOH (B) de L. pacari, por 24 h, a 37 
°C, 5% CO2 em atmosfera úmida. Em seguida, citocentrifugados foram preparados, corados com May-Grünwald-Giemsa, 
observados sob microscopia de luz e fotografados com auxílio de uma câmara Sony Cybershot DSC-H20. Destaque para as 
estruturas celulares normalmente observadas em células sob condições padrões de cultura (A): (a) citoplasma, (b) núcleo, 
(c) nucléolo, (d) aparelho de Golgi, (e) “blebs”, (f) projeções citoplasmáticas e (g) vacúolos.  
 
Uma tendência de distribuição dos tipos de alterações morfológicas 
induzidas pelas frações foi observada de acordo com a polaridade das mesmas. 
Células expostas às frações com características menos polares apresentaram um 
predomínio de alterações do tipo III (100%), não sendo observadas células do tipo I 
e II. Ao correlacionar estes dados com o perfil cromatográfico obtido por LC-DAD-MS 
(Figura 19, item 5.2.2), observou-se que todas as frações que apresentam esta 
distribuição de alterações morfológicas exibem picos com tR > 15 min, 
correspondentes a presença de saponinas (39-51, 53-54, 57, 61), triterpenos (56, 
60, 63-65) , ácido elágico (29) e seus derivados glicosilados (28, 30-31, 34, 36-38). 
Por outro lado, a presença de picos com tR < 15 min parece estar 
relacionada com o aumento na frequência de alterações do tipo I e II, e redução do 
tipo III. Estes picos correspondem a presença de substâncias polares, 
principalmente dos elagitaninos identificados neste trabalho (7-12, 14-18) assim 











Tabela 5. Variações fenotípicas de células U-937 após 24 h de exposição a 1.000 μg/ml do extrato 
metanólico de L. pacari e suas frações. 
ALTERAÇÕES 
OBSERVADAS 





Tratamento Frequência (%) 
Controle 
Meio de cultura 79,0 2,8 12,0 6,3 
Diluente – DMSO 74,5 3,7 13,1 8,8 
Diluente – etanol 86,6 0,6 1,1 11,8 
Diluente – água 89,1 0,7 2,7 7,4 
Extrato 
Ext. MeOH 2,1 0,6 8,9 88,4 
Fração 
F09 0,0 0,0 0,0 100,0 
F11 0,0 0,0 0,0 100,0 
F13 0,0 0,0 0,0 100,0 
F15 10,2 6,9 13,2 69,8 
F18 0,0 0,0 0,0 100,0 
F22 0,0 0,6 4,9 94,5 
F27 0,0 0,0 4,1 95,8 
F31 1,0 0,0 9,0 90,0 
F33 0,6 0,6 40,7 58,2 
F38 0,0 2,4 34,9 62,7 
F42 0,5 0,8 24,9 73,7 
F55 9,0 5,6 50,0 35,4 
F63 81,1 3,9 5,3 9,6 
F65 3,4 0,8 20,8 74,9 
F67 15,1 1,2 58,7 25,1 
F69 7,1 1,0 5,5 86,5 
Células U-937 em crescimento exponencial foram expostas a 1.000 μg/ml do Ext. MeOH e frações de L. pacari, por 24 h, a 
37 °C, 5% CO2 em atmosfera úmida. Em seguida, citocentrifugados foram preparados, corados com May-Grünwald-Giemsa, 
observados sob microscopia de luz e fotografados. Realizou-se a contagem diferencial de pelo menos 200 células por lâmina 
e seus resultados foram expressos em porcentagem de frequência. 
 
Dentre as dezesseis frações testadas, apenas a F63 não foi capaz de induzir 
alterações fenotípicas perceptíveis ao serem analisadas em microscópio óptico. Ao 
comparar suas imagens com as de células do grupo controle negativo, coradas no 
mesmo dia, observou-se que a coloração do núcleo da maioria das células tratadas 
com esta fração era mais intensa que no CT-, semelhante ao de células em 
processo de mitose (onde ocorre a condensação da cromatina). Neste caso, a 
presença de alterações morfológicas poderia ser investigada por meio de técnicas 
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de imagens mais avançadas, como a microscopia eletrônica de transmissão (MET) 
ou ensaios bioquímicos em nível molecular, uma vez que o processo de coloração 
com os corantes MGG é susceptível a variações de tonalidade, não demonstrando 
ser um critério confiável a ser considerado de forma isolada. 
De acordo os aspectos morfológicos descritos pelo Comitê de nomenclatura 
sobre Morte celular (NCCD) (Galluzzi et al., 2015; Galluzzi et al., 2007; Kroemer et 
al., 2009) (Quadro 3), células do tipo II apresentam características semelhantes ao 
descrito para o processo de morte por apoptose, e do tipo III por necrose. Já as 
alterações semelhantes ao descrito para o processo de autofagia são encontrados 
em células caracterizadas como sendo do tipo I, principalmente devido a formação 
de vacúolos em maior número e tamanho quando comparados aos visualizados em 
células U-937 não tratadas. 
 
 
O processo de autofagia é considerado como uma forma de defesa da célula 
às condições adversas do meio em que se encontra, seja for falta de nutrientes ou 
exposição a um agente nocivo. Através dela, a célula consegue digerir organelas 
defeituosas substituindo-as por organelas íntegras, tornando-se resistentes ao 
estresse ou tratamento ao qual foram expostos. O mesmo ocorre em condições 
normais de cultivo, podendo a célula utilizar deste mecanismo para realizar 
pequenos reparos. Porém, quando ela não consegue reverter os danos causados 
por um estímulo nocivo por meio da autofagia, o processo de apoptose é iniciado na 
maioria dos casos, levando a morte celular (Fioravanti, 2010; Hippert et al., 2006). 
Quadro 3. Processos celulares que resultam em alterações morfológicas e suas principais 
características. 
Tipo Descrição morfológica 
Apoptose 
Células arredondadas 
Retração de pseudópodes 
Redução do volume celular e nuclear (picnose) 
Fragmentação nuclear (cariorrexis) 
Pequenas alterações nas organelas citoplasmáticas 
Alterações na membrana plasmática (blebbing) 
Autofagia 
Perda da condensação da cromatina 
Maciça vacuolização do citoplasma 
Acúmulo de vacúolos autofágicos (dupla membrana) 
Necrose 
Inchaço citoplasmático (oncose) 
Ruptura da membrana plasmática 
Inchaço das organelas citoplasmáticas 
Moderada condensação da cromatina 
Fonte:Galluzzi et al. (2015); Galluzzi et al. (2007); Kroemer et al. (2009). 
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Atualmente o NCCD recomenda que sejam consideradas como mortas 
apenas células que exibam permeabilização irreversível da membrana plasmática ou 
que estejam completamente fragmentadas (Galluzzi et al., 2015). Desta forma, 
células do tipo I, apesar de apresentarem alterações morfológicas, ainda são 
consideradas viáveis, fato este facilmente confirmado quando correlacionado a 
porcentagem de células viáveis recuperadas no ensaio de citotoxicidade com a 
frequência de células do tipo I e padrão de cada tratamento. 
Além das diferenças morfológicas apresentadas, quando in vivo, o 
organismo reage de forma diferente para cada tipo de morte celular. A morte por 
apoptose é considerada um processo de suicídio celular que pode ocorrer como 
parte de eventos fisiológicos ou, em alguns casos, patológicos. A necrose, por sua 
vez, ocorre em resposta a muitos tipos de insultos e é normalmente resultado de um 
processo patológico, que por haver dano ou ruptura da membrana plasmática, 
estimula uma resposta inflamatória local (Majno and Joris, 1995; Rock and Kono, 
2008). 
Ao comparar os resultados de citotoxicidade obtidos com o ensaio de 
exclusão do azul de tripan e a análise morfológica, novamente observa-se que as 
frações menos polares foram as mais ativas (F09, F11 e F13). Porém, as alterações 
morfológicas observadas nas células expostas a estas frações são indicativas de 
morte celular por necrose, sendo um fator importante a ser considerado devido aos 
efeitos causados por este processo in vivo. 
Dados na literatura demonstram que substâncias que apresentam 
características lipofílicas exibem atividade citotóxica por induzir a morte de células 
tumorais por apoptose. Entretanto, estes dados divergem do efeito observado para 
as frações, provavelmente devido às condições experimentais utilizadas 
(concentração e tempo de exposição). 
Outro fato observado, é que estas substâncias normalmente apresentam 
valores de CI50 baixos e seus efeitos citotóxicos são avaliados após um período 
maior de tratamento. Um exemplo é o lupeol, um triterpeno pentacíclico identificado 
na fração clorofórmica obtida de extrato hidroalcoólico de cascas de L. pacari 
(Galdino et al., 2015). Ele apresentou valor de CI50 de 16,8 μM em células U-937 e 
seu efeito foi avaliado após 72 h de tratamento (Gallo and Sarachine, 2009). 
 
5.3.1.2 Atividade citotóxica tempo-dependente do Ext. MeOH de Lafoensia pacari 
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Conforme descrito anteriormente, o Ext. MeOH de cascas de L. pacari e 
suas frações são capazes de induzir diferentes alterações morfológicas em células 
U-937. A presença de células com características morfológicas sugestivas do 
processo de autofagia, aliada a alta frequência de células sugestivas de morte por 
necrose, indica que o tempo de 24 h talvez não fosse o suficiente para avaliar os 
efeitos finais que a exposição a estes tratamentos ocasiona. 
Por apresentar quantidade restrita de material para a maioria das frações, 
decidiu-se avaliar o efeito tempo-dependente somente do Ext. MeOH frente à estas 
células. Para isto, algumas modificações no protocolo experimental utilizado tiveram 
que ser realizadas, dentre elas, a quantidade de SBF adicionado ao meio de cultura, 
mantendo as células em condições adequadas até o final do tratamento (72 h), 
evitando falsos resultados. O novo protocolo utilizado foi baseado nos critérios 
experimentais preconizados pelo Instituto Nacional de Câncer dos Estados Unidos 
(NCI) e adotado por diversos grupos de pesquisa. 
Após estabelecer as condições experimentas, células U-937 em crescimento 
exponencial foram expostas a 100 μg/ml do Ext. MeOH e seu efeito avaliado após 0, 
24, 48 e 72 h de tratamento pelo ensaio de exclusão do azul de tripan (Figura 22). 
Esta técnica permite realizar a contagem direta de células e não viáveis, sendo 
possível avaliar se houve redução no número de células viáveis recuperadas em 
relação ao grupo CT- e na viabilidade celular. Aspectos morfológicos também foram 
avaliados (Figura 23).  
No que se referem às condições experimentais, os resultados demonstram 
que houve proliferação das células U-937 em ambos os grupos controles de modo 
semelhante (Figura 22.A), com valores de viabilidade celular superior a 90% durante 
as 72 h em que foram avaliados. Desta forma, é possível concluir que a 
concentração de diluente (DMSO) presente nas amostras de Ext. MeOH não 
apresentou efeito tóxico significativo sobre as células U-937 quando comparado ao 
grupo controle (p > 0,05) e nem foi capaz de induzir alterações morfológicas quando 
comparado à células do grupo 0 h. 
Quanto ao efeito do Ext. MeOH, o mesmo exibiu resposta do tipo tempo-
dependente na concentração de 100 μg/ml, reduzindo de forma significativa (p < 
0,001) o número de células viáveis recuperadas para 79,2±3,7%, 36,0±2,1% e 
16,1±5,2% após 24, 48 e 72 h de tratamento, respectivamente, quando normalizado 
e comparado com o grupo controle negativo (Figura 22.B). 
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Ao comparar os resultados de viabilidade celular (razão entre o número de 
células viáveis pelo número de células totais do mesmo grupo, expresso em %), do 
grupo tratado com o Ext. MeOH e o CT-, foi observada diferença significativa 
somente em 72 h (50,0±8,4%, p < 0,001) (Figura 22.C). Esses resultados sugerem 
que o Ext. MeOH na concentração de 100 μg/ml foi capaz de inibir a proliferação e 







Figura 22. Atividade tempo-dependente do extrato metanólico de Lafoensia pacari em células U-
937  
Células U-937 em crescimento exponencial foram expostas a 100 μg/ml do extrato metanólico de L. pacari, por 0, 24, 48 e 
72 h, a 37 °C, 5% CO2 em atmosfera úmida. Em seguida, foi realizada a contagem do número de células totais e viáveis para 
cada grupo. A curva de crescimento celular (A) é apresentada através da razão entre o número de células viáveis de cada 
tempo com o número de células viáveis em 0 h (T/T0), demonstrando não haver diferença entre os grupos controles CT e 
CT-. A viabilidade celular dos grupos CT- e tratado com Ext. MeOH (B) foi calculada através da razão entre o número de 
células viáveis pelo número de células totais. Em (C) é apresentado o número de células viáveis recuperadas normalizados 
do grupo tratado com Ext. MeOH, considerando o grupo controle negativo como 100%. Resultados médios ± desvio padrão 
de quatro experimentos independentes realizados em triplicata. *** p < 0,001. CT: grupo controle; CT -: grupo controle 
negativo, células expostas ao diluente (DMSO). 
 
A análise morfológica em diferentes tempos de tratamento com o Ext. MeOH 
(100 μg/ml), aliado aos resultados exibidos pelo ensaio de exclusão do azul de 
tripan, indica que diversos mecanismos de ação possam estar relacionados com os 
efeitos observados em células U-937, como a autofagia e a apoptose (Figura 23). 
Estes resultados sugerem que quando as células U-937 são expostas a 
concentrações menores (100 μg/ml) por um período de tempo maior (72 h), nas 
primeiras 24 h, o processo de autofagia é ativado nestas células, na tentativa de 
reverter os danos celulares causados pelo Ext. MeOH, e por consequência, observa-
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se a diminuição da proliferação celular. Além disso, mecanismos intracelulares de 
células U-937 relacionadas ao processo de apoptose também são ativados pelas 
substâncias presentes no extrato, resultando em alterações morfológicas 










Figura 23. Aspectos morfológicos de células U-937 tratadas com extrato metanólico 
de Lafoensia pacari. 
Células U-937 em crescimento exponencial foram expostas a 100 μg/ml do extrato metanólico de L. 
pacari, por 0, 24, 48 e 72 h (A, B, C e D, respectivamente), a 37 °C, 5% CO2 em atmosfera úmida. Em 
seguida, citocentrifugados foram preparados, corados com May-Grünwald-Giemsa, observados sob 
microscopia de luz e fotografados. 
 
Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo demonstraram que Ext. 
MeOH de L. pacari é capaz de provocar alterações quanto ao tamanho e 
complexidade intracelular, quando tratadas a 100 μg/ml por 24 h e analisadas por 
citometria de fluxo (FCS e SSC, respectivamente). Além disso, alterações no ciclo 
celular também foram observadas, havendo um aumento da população de células 
apoptóticas e redução de células em fase S, quando comparado ao grupo controle, 
não havendo diferença na população acumulada em fases G0 e G1 (Marcondes, 
2013; Marcondes et al., 2014). 
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Desta forma, estes resultados confirmam que o Ext. MeOH em 
concentrações menores (100 μg/ml) também é capaz de promover alterações 
celulares que culminam na morte de células tumorais da linhagem U-937. 
 
5.3.2 Atividade biológica in vitro frente a células de linhagem colorretal HRT-18 
Apesar dos resultados promissores exibidos pelos derivados de L. pacari 
frente a células tumorais U-937, o presente trabalho também teve como objetivo 
avaliar os efeitos destes em células de tumorais de linhagem colorretal. 
Células de linhagem HRT-18 são células neoplásicas humanas, do tipo 
epitelial denominadas de adenocarcinomas, originalmente provenientes da região 
retal, caracterizadas por Tompkins et al., em 1974. São células do tipo aderentes 
podendo ser cultivadas in vitro e sua dispersão é feita utilizando tripsina (Tompkins 
et al., 1974). 
Morfologicamente, são células hexagonais ou ligeiramente alongadas bem 
compactas, formando colônias bem definidas e de tamanho variado, que em 
estágios mais avançados, coalescem e formam monocamadas. Elas apresentam 
núcleo grande, no qual são visualizados pequenos nucléolos. Seu citoplasma é 
escasso, apresentando textura irregular e a presença de numerosos pequenos 
vacúolos (Tompkins et al., 1974), facilmente observado ao serem corados com 
vermelho neutro. 
Suas bordas citoplasmáticas são difíceis de serem visualizadas em 
microscópio de luz, porém quando em suspensão, estas células tornam-se redondas 
e com bordas citoplasmáticas bem definidas. Quando visualizadas por microscopia 
eletrônica de transmissão (MET), observa-se a presença de vilosidades na 
membrana plasmática (Figura 24) (Tompkins et al., 1974).  
Por apresentar morfologia idêntica a células de linhagem tumoral de cólon 
HCT-8, a linhagem HRT-18 também é utilizada como modelo in vitro na investigação 
dos efeitos citotóxicos frente a células de câncer colorretal.  
As células HRT-18 apresentam forte aderência a superfícies plásticas, como 
a de frascos e placas de cultivo celular, e mesmo após serem dispersas com 
tripsina, ainda é possível encontrar células aderidas ao material de cultivo. Por este 
motivo, o uso de métodos diretos de contagem, como o ensaio de exclusão do azul 
de tripan, para avaliar o efeito tóxico de extratos e frações frente a estas células, 
torna-se trabalhoso, podendo resultar em falsos resultados se todas as células não 
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forem completamente removidas da superfície da placa de cultivo e dispersas em 








Figura 24. Aspectos morfológicos de células HRT-18 em condições padrões de cultivo. 
Células HRT-18, mantidas em condições padrões de cultivo, foram coradas com cristal violeta e vermelho neutro e 
visualizadas por microscopia de luz. Em (A), é possível observar a monocamada de células aderidas à placa de cultivo e a 
presença de células arredondadas em processo de divisão celular. Em (B), colônia de células HRT-18, corada com cristal 
violeta, formada a partir de uma célula isolada, durante a realização do ensaio clonogênico. Destaque para a formação da 
colônia com bordas bem definidas. Em (C), as células distribuídas na forma de colônias foram coradas com vermelho neutro  
e visualizadas em microscopia de luz. Nela é possível observar a presença de inúmeros pequenos vacúolos distribuídos no 
citoplasma de células HRT-18. Por último, em (D), uma imagem da célula obtida por microscopia eletrônica de transmissão, 
publicada por Tompkins et al. (1974), demonstrando a presença vilosidades na membrana plasmática característica de 
células de presentes na região colorretal. 
 
Sendo assim, métodos indiretos de contagem foram testados para avaliar o 
potencial citotóxico de extratos e frações, como a técnica de MTT, NRU, CVS e LDH. 
Dentre elas, optou-se por utilizar a técnica de MTT na determinação dos valores de 
CI50 na rotina de experimentos com as células HRT-18, pois esta apresentou 
resultados reprodutíveis e lineares mesmo na presença de quantidades reduzidas de 
células. 
 
5.3.2.1 Atividade citotóxica do Ext. MeOH de Lafoensia pacari 
O primeiro aspecto avaliado, frente a células HRT-18, foi verificar se o Ext. 
MeOH de cascas de L. pacari apresentava efeito citotóxico e se este era dependente 
da concentração do extrato e do tempo de exposição à que foram submetidas. 
Os resultados sugerem que ao expor as células HRT-18 a diferentes 
concentrações do Ext. MeOH de cascas de L. pacari (Figura 25), o mesmo 
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apresentou efeito concentração-dependente nos três tempos de exposição 
avaliados. Também foi observado que o extrato apresenta efeito tempo-dependente, 
com redução significativa (p < 0,001) nos valores de CI50 obtidos, de 48,8±1,2 μg/ml 
(24 h) para 18,3±1,1 μg/ml (72 h). 
 
A 
CI50 (24 h): 48,8 ± 1,2 μg/ml 
 
B 
CI50 (48 h): 29,8 ± 1,2 μg/ml 
 
C 
CI50 (72 h): 18,3 ± 1,1 μg/ml 
 
Figura 25. Atividade citotóxica concentração e tempo-dependente do extrato metanólico de cascas 
de Lafoensia pacari em células HRT-18. 
Células HRT-18 em crescimento exponencial foram expostas às concentrações indicadas do Ext. MeOH de L. pacari durante 
24 (A), 48 (B) e 72 h (C), a 37 °C, 5% CO2 em atmosfera úmida. Os resultados foram expressos como a porcentagem média ± 
desvio padrão de células viáveis recuperadas de pelo menos quatro experimentos independentes, sendo cada realizado em 
triplicata e normalizado para o controle negativo (DMSO) (100%). Os resultados normalizados foram plotados e a 
concentração capaz de reduzir 50% o número de células viáveis (CI50) foi determinado. 
 
Uma curva concentração-resposta semelhante ao formato de “U” invertido foi 
observada ao tratar as células com o Ext. MeOH por 24 h, indicando um aumento no 
número de células viáveis no grupo tratado a 10 μg/ml, quando comparado ao grupo 
controle negativo. Porém, ao aumentar o tempo de tratamento para 48 e 72 h, a 
curva concentração-resposta passa a ser do tipo sigmoide, no qual são facilmente 
visualizadas as regiões de platô inicial e final. Além disso, observou-se que as 
maiores variações nos resultados de citotoxicidade foram apresentadas em 
tratamentos realizados por 24 e 48 h. 
O ensaio de MTT apresenta algumas limitações e a quantidade de cristais 
de formazan produzida pode ser influenciada por diferentes fatores. A conversão do 
corante tetrazólio em formazan é principalmente realizada pela enzima mitocondrial 
succinato desidrogenase, embora também possa ser realizado por enzimas 
citosólicas dependentes de NADH. Por estar diretamente relacionada com a 
capacidade metabólica da célula, estudos demonstram que reduções na 
concentração de glucose intracelular resultam em uma menor conversão a 
formazan, por diminuir a quantidade de NADH gerada durante o processo de 
glucólise. Além disso, células que apresentam mitocôndrias em menor quantidade 
89 
 
ou defeituosas também apresentarão uma menor taxa de conversão a formazan 
(Boyd, 2004; Riss et al., 2016; Shoemaker, 2006; van Tonder et al., 2015). 
Na tentativa de reverter o dano causado pelo extrato e se adaptarem as 
condições de estresse, presume-se que ocorram variações nas condições 
metabólicas na célula, justificando as variações nos resultados de citotoxicidade 
encontrados para 24 e 48 h. Variações nos resultados obtidos de citotoxicidade após 
24 h também foram observados em estudos realizados por van Tonder et al. (2015), 
utilizando as técnicas de MTT, NRU, resazurina e sulforodamina B. 
Desta forma, após 72 h têm-se resultados com menores variações, sendo 
este o tempo de exposição definido para avaliar o potencial citotóxico de extratos, 
frações e ácido elágico frente a células HRT-18. 
 
5.3.2.2 Atividade citotóxica de extratos aquosos de Lafoensia pacari e do padrão 
ácido elágico 
Conforme descrito anteriormente, a espécie L. pacari é utilizada 
popularmente na prevenção e tratamento do câncer colorretal (Marcondes, 2013), 
por meio da ingestão oral de extratos aquosos das cascas preparados por 
maceração em água gelada ou decocção (Solon et al., 2000). Desta forma, extratos 
aquosos baseados no uso popular desta espécie foram preparados (Ext. MAC e Ext. 
DEC, respectivamente) e tiveram seu potencial citotóxico avaliado frente a células 
HRT-18 e seus efeitos foram comparados ao do Ext. MeOH. 
Como esperado, os resultados indicam que, independente do modo de 
preparo, os extratos aquosos (Ext. MAC e Ext. DEC) também promovem efeitos 
tóxicos nas células HRT-18 assim como o Ext. MeOH, sendo tais efeitos de forma 
concentração-dependente (Figura 26). 
Ao determinar o valor de CI50 correspondente a cada tratamento, a partir das 
curvas concentração-resposta, observou-se que os Ext. MeOH e Ext. MAC 
apresentam valores de CI50 próximos (18,32±1,06 μg/ml e 19,83±1,06 μg/ml, 
respectivamente) e significativamente menores que o Ext. DEC (29,45±1,07 μg/ml; p 
< 0,001), demonstrando serem mais ativos que o Ext. DEC. 
Ao avaliar os efeitos que o ácido elágico isolado provocam nas células HRT-
18 (Figura 26.B), observou-se que o mesmo também exibe atividade de forma 
concentração-dependente, com valor de CI50 > 29 μM (ou 9 μg/ml). A baixa 
solubilidade do ácido elágico no meio de cultura tornou-se um fator limitante na 
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determinação do valor de CI50, pois o mesmo precipitou entre as células, reduzindo 






Figura 26. Atividade citotóxica de ácido elágico e extratos de cascas de Lafoensia pacari em células 
de linhagem HRT-18. 
Células HRT-18 em crescimento exponencial foram expostas às concentrações indicadas de extratos (Ext. MeOH, Ext. MAC e 
Ext. DEC) de L. pacari (A) e ácido elágico (B), por 72 h, a 37 °C, 5% CO2 em atmosfera úmida. Os resultados foram expressos 
como a porcentagem média ± desvio padrão de células viáveis recuperadas de pelo menos quatro experimentos 
independentes realizados em triplicata e normalizado para o controle negativo (DMSO) (100%). 
 
Este problema também foi relatado por Fjæraa Alfredsson (2013) ao avaliar 
os efeitos do ácido elágico sobre células de neuroblastoma humano, utilizando 
DMSO como solvente. Entretanto, ao substituir o solvente por NaOH 1M, houve um 
aumento na solubilidade do ácido elágico, e apesar de ter sido observado a 
presença de precipitado durante o ensaio, não houve redução no número de células 
viáveis nas concentrações de 50 e 100 μM. 
Uma vez que a quantidade desta substância presente nos extratos de L. 
pacari é baixa (9,05 μg/mg, 9,89 μg/mg e 5,24 μg/mg de Ext. MeOH, MAC e DEC, 
respectivamente) (Marcondes, 2013; 2014), os resultados obtidos com a realização 
deste ensaio sugerem que o ácido elágico não seja o principal responsável pelos 
efeitos tóxicos dos extratos em células HRT-18, semelhante ao observado em 
células U-937. 
Além disso, em estudos bioguiados considera-se uma substância isolada 
promissora para a atividade anticâncer quando esta apresenta valor de CI50 ≤ 4 
μg/ml, enquanto que para derivados de produtos naturais é de CI50 ≤ 30 μg/ml 
(Suffness and Pezzuto, 1990). Somente os extratos apresentaram valores que os 
consideram promissores para futuras etapas de fracionamento e purificação visando 
o desenvolvimento de novas drogas anticancerígenas, enquanto que para o ácido 
elágico, os valores encontrados foram superiores. Apesar dos três extratos de L. 
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pacari apresentarem potencial promissor, somente o Ext. MeOH foi fracionado e 
suas frações tiveram seu potencial citotóxico avaliado. 
 
5.3.2.3 Atividade citotóxica de frações de Lafoensia pacari 
A atividade citotóxica das dezesseis frações, obtidas a partir do 
fracionamento do Ext. MeOH por CPC, também foi avaliada frente a células HRT-18 
e seus resultados são apresentados na Tabela 6. 
Dados obtidos com a realização deste ensaio demonstram que, dependendo 
da concentração a que forem submetidas, todas as frações apresentam efeitos 
tóxicos frente a células HRT-18. Além disso, os resultados sugerem não haver 
correlação entre a atividade citotóxica da fração e o rendimento apresentado durante 
o fracionamento. 
 
Tabela 6. Citotoxicidade de extratos e frações de Lafoensia pacari e do padrão ácido 
elágico, em células da linhagem tumoral HRT-18. 
Amostra CI50 (μg/ml) Rendimento (%) 
Extrato 
MeOH 18,32 ± 1,06 - 
MAC 19,83 ± 1,06 - 
DEC 29,45 ± 1,07 - 
Fração 
F09 28,89 ± 1,08 1,4 
F11 21,05 ± 1,10 4,6 
F13 14,99 ± 1,09 3,8 
F15 30,30 ± 1,04 3,0 
F18 42,59 ± 1,08 4,0 
F22 28,88 ± 1,06 4,1 
F27 10,20 ± 1,11 2,6 
F31 25,83 ± 1,10 1,7 
F33 25,55 ± 1,09 5,5 
F38 26,51 ± 1,09 3,1 
F42 82,90 ± 1,11 17,7 
F55 65,51 ± 1,07 7,0 
F63 21,08 ± 1,12 3,1 
F65 22,96 ± 1,08 6,1 
F67 21,30 ± 1,05 8,9 
F69 34,44 ± 1,11 19,3 
Ácido elágico > 9,0 - 
Células HRT-18 em crescimento exponencial foram expostas a diferentes concentrações de ácido elágico, extratos 
e frações de L. pacari, por 72 h, em atmosfera úmida, a 37 °C e 5% CO2. Os resultados médios normalizados com o 
grupo controle negativo (100%) de pelo menos três experimentos independentes realizados em triplicata, foram 
plotados e a concentração capaz de reduzir 50% o número de células viáveis (CI50) foi determinado. As linhas em 
negrito correspondem às frações que foram escolhidas como representativas de cada grupo para análises futuras. 
 
A fração F27 foi a mais ativa (10,20 ± 1,11 μg/ml), com valor de CI50 menor 
do que o encontrado para o extrato de MeOH (18,32 ± 1,06 μg/ml). A fração F13 
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(CI50 14,99 ± 1,09 μg/ml) também demonstrou ser mais ativa que o Ext. MeOH, 
porém quimicamente distinta da fração F27. Por outro lado, a fração F42 foi a que 
apresentou o maior valor de CI50 (82,90 ±1,11 μg/ml), sendo a menos ativa. 
Apesar de duas das dezesseis frações serem consideradas mais ativas que 
o Ext. MeOH, os resultados obtidos com este experimento e a análise do perfil 
cromatográfico obtido por LC-DAD-MS sugerem que a atividade biológica do Ext. 
MeOH de L. pacari provavelmente esteja relacionada com a presença de duas ou 
mais substâncias, estando estas distribuídas entre as frações. 
Considerando a premissa dos estudos biomonitorados, a variabilidade 
química das frações e que a maioria delas apresentou valores de CI50 ≤ 30 μg/ml 
para células HRT-18, a seleção de frações a serem utilizadas nos ensaios biológicos 
in vitro subsequentes foi realizada utilizando critérios próprios. Foram selecionadas 
quatro frações (Figura 27), considerando a distribuição das substâncias pelas 
mesmas por meio da análise do perfil cromatográfico obtido por LC-DAD-MS e os 
valores experimentais de CI50, devendo estes ser menores ou próximos ao do Ext. 




Figura 27. Cromatogramas de íons totais (modo de ionização negativo) das amostras de Lafoensia 
pacari selecionadas para os ensaios subsequentes em células de linhagem HRT-18. 
 
As frações F27 e F13 foram selecionadas por serem quimicamente distintas 
e por exibirem valores de CI50 menores que o Ext. MeOH (10,20±1,11, 14,99±1,09 e 
18,32±1,06 μg/ml, respectivamente). A fração F13 demonstrou ser uma fração rica 
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em galocatequina (13), catequina (19), ácido elágico (29) e derivados glicosilados, 
identificados como ácido O-deoxihexosil elágico (31), ácido O-deoxihexosil O-metil 
elágico (36) e ácido O-galoil-deoxihexosil elágico (38). Na fração F27, foram 
identificados a presença de picos correspondentes ao ácido O-pentosil elágico (30) e 
taninos hidrolisáveis (galagil hexosídeo (7), HHDP-galagil O-hexosídeo (10, 21, 24), 
di-HHDP O-hexosídeo (11, 17), O-galoil galagil hexosídeo (12)). 
Análises realizadas por MALDI-TOF de extratos de L. pacari demonstraram 
a presença majoritária do íon de m/z 1107, correspondente à substância HHDP-
galagil O-hexosídeo, estrutura compatível com a punicalagina. Entretanto, foram 
identificados a presença de cinco isômeros (10, 15, 18, 21, 24), os quais exibiram tR 
diferentes ao analisar as amostras por LC-MS, e encontram-se distribuídos entres as 
frações. Os isômeros (21) e (24) resultaram em picos de baixa intensidade, 
detectados principalmente na fração F27, enquanto que os outros três (10, 15, 18) 
foram identificados majoritariamente na F63 (CI50 21,08±1,12 μg/ml), sendo esta a 
terceira fração selecionada. 
 A fração F69 (CI50 34,44±1,11 μg/ml) foi selecionada por apresentar um 
perfil cromatográfico diferente das outras frações. Mesmo apresentando o maior 
rendimento (19,3%, m/m), as análises por LC-MS e MALDI-TOF permitiram a 
detecção apenas de carboidratos (1-3) e ácido elágico (29).  
 
5.3.2.4 Índice de seletividade de frações e extratos de Lafoensia pacari 
Na busca de novos quimioterápicos, tão importante quanto inibir a 
proliferação celular ou induzir a morte de células tumorais, é saber se estas atuam 
de forma seletiva, ou seja, sem afetar significativamente células não tumorais. Em 
ensaios biológicos in vitro, para que uma droga seja considerada seletiva, ela deve 
exibir valor de CI50 para células não tumorais superior ao valor exibido para células 
tumorais (Calderón-Montaño et al., 2014), resultando em valores de índice de 
seletividade (IS) > 1. 
Considerando que a citotoxicidade de uma droga pode variar de acordo com 
a natureza do tecido onde elas se originaram, recomenda-se que este ensaio seja 
realizado com diferentes linhagens celulares não tumorais que apresentem tecido de 
origem semelhante ao das células de linhagem tumoral avaliada (Calderón-Montaño 
et al., 2014). 
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Informações descritivas sobre a origem das células McCoy, utilizadas no 
presente trabalho, ainda são restritas na literatura. Relata-se que estas células foram 
isoladas a partir do líquido sinovial na articulação do joelho de um paciente que 
sofria de artrite degenerativa. Entretanto, em 1965, demonstrou-se a existência de 
duas sublinhagens: a McCoy A, de origem humana; e a McCoy B, originada de 
camundongos, com marcadores cromossômicos característicos de fibroblastos do 
tipo L. As células McCoy foram utilizadas por muitos anos em laboratórios de 
pesquisa para propagar cepas laboratoriais dos quinze serotipos conhecidos de 
Chlamydia trachomatis. 
Sabendo da divergência na origem desta linhagem, estudos demonstraram 
que a sublinhagem amplamente disponibilizada pelos laboratórios é a McCoy B, 
originada de camundongos, por meio de ensaios de cariotipagem e análise por 
microscopia eletrônica e transcriptase reversa para retrovírus endógeno (Fong et al., 
1994). Também foi demonstrado que a McCoy é uma linhagem híbrida com 
marcadores de células humanas e de camundongos, uma vez que expressam 
receptores do tipo CD4+ humanos (Nogueira, 2004; Nogueira et al., 2003). 
Optou-se por utilizar células da linhagem McCoy como modelo não tumoral 
por se tratarem de células aderentes, assim como a HRT-18, possibilitando a 
utilização de protocolo experimental para os ensaios de citotoxicidade semelhante 
para ambas as linhagens. 
Exposto isso, com o objetivo de avaliar se os extratos e frações 
selecionadas de L. pacari são seletivos para células tumorais, o IS dos mesmos foi 
determinado utilizando células McCoy como modelo de células não tumorais 
(Sadeghi-Aliabadi and Ahmadi, 2000; 2003). 
Conforme demonstrado na Tabela 7, os melhores valores de IS foram 
encontrados para as frações F13 e F27. Os extratos e a fração F63, apesar dos 
valores de CI50 serem diferentes, apresentaram valores de IS semelhantes. Estes 
resultados demonstram que tanto extratos quanto frações apresentaram valores de 
CI50 maiores para células McCoy do que para células HRT-18, sugerindo que estes 
atuam de forma seletiva. 
Apesar de ensaios de citotoxicidade serem utilizados por muitos 
pesquisadores como uma ferramenta de triagem para a atividade antitumoral em 
estudos biomonitorados, seus resultados devem ser avaliados com cautela, pois não 
é possível predizer os efeitos pós-tratamentos, ou seja, se estas células tumorais 
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são sensíveis ou resistentes ao tratamento proposto. Desta forma, a sensibilidade de 
células tumorais HRT-18 frente a extratos e frações de L. pacari também foi avaliada 
in vitro por meio do ensaio clonogênico. 
 
Tabela 7. Índice de seletividade de extratos e frações de Lafoensia pacari. 
Amostra CI50 (μg/ml) IS HRT-18 McCoy 
Extrato 
MeOH 18,32±1,06 31,74±1,04 1,73 
MAC 19,83±1,06 34,44±1,05 1,74 
DEC 29,45±1,07 51,68±1,10 1,75 
Fração 
F13 14,99±1,09 32,59±1,05 2,17 
F27 10,20±1,11 19,92±1,10 1,95 
F63 21,08±1,12 37,20±1,07 1,76 
F69 34,44±1,11 53,77±1,04 1,56 
Células HRT-18 e McCoy em crescimento exponencial foram expostas a diferentes concentrações de extratos e 
frações de L. pacari, por 72 h, a 37 °C, 5% CO2 em atmosfera úmida. Os resultados normalizados para o controle 
negativo (DMSO) (100%), de pelo menos três experimentos independentes realizados em triplicata, foram plotados 
e a concentração capaz de reduzir 50% o número de células viáveis (CI50) foi determinada. O índice de seletividade 
(IS) foi calculado dividindo o valor de CI50 de células não tumorais (McCoy) pelo o de células tumorais (HRT-18).  
 
 
5.3.2.5 Ensaio clonogênico de extratos e frações de Lafoensia pacari e do padrão 
ácido elágico 
Drogas anticancerígenas ideais são aquelas que além de serem tóxicas para 
células tumorais e atuarem de modo seletivo, sejam capazes de impedir que células 
remanescentes se proliferem e formem novas colônias. Sendo assim, o ensaio 
clonogênico tem como objetivo avaliar a capacidade de células isoladas em 
formarem colônias após serem submetidas ao tratamento com extratos e frações de 
L. pacari. O potencial clonogênico de células HRT-18 submetidas ao tratamento com 
o padrão ácido elágico também foi avaliado. 
Para isto, células foram expostas a diferentes concentrações de extratos e 
frações, sendo a concentração mais alta correspondente ao valor de CI50 exibido no 
ensaio de citotoxicidade para a linhagem HRT-18. Foi considerada colônia somente 
aqueles que apresentassem mais que 50 células agrupadas (Crowley et al., 2016; 
Franken et al., 2006). 
De acordo com as curvas de sobrevivência demonstradas na Figura 28, 
extratos e frações de L. pacari foram capazes de inibir a formação de colônias de 
maneira concentração dependente quando comparado ao grupo controle negativo. 
Dentre os extratos (Figura 28.A), células HRT-18 demonstraram ser mais sensíveis 
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ao tratamento com o Ext. MeOH, seguido do Ext. MAC e Ext. DEC. Além de ter sido 
o extrato mais ativo, o tratamento com o Ext. MeOH também foi capaz de inibir 
totalmente a formação de colônias na mesma concentração que reduziu em 50% o 
número de células viáveis, em relação ao grupo CT-, no ensaio de citotoxicidade 
(Figura 28.D). 
Dentre as frações testadas (Figura 28.B), células HRT-18 demonstraram ser 
mais sensíveis ao tratamento com a fração F27, seguido da F69, F63 e F13, sendo a 
curva de sobrevivência da fração F69 próxima ao da F63. Apenas a fração F13 não 
foi capaz de inibir a formação de colônias na concentração correspondente ao valor 
de CI50 determinado no ensaio de citotoxicidade. 
Ao contrário do efeito apresentado pelos extratos e frações de L. pacari, o 
padrão ácido elágico apresentou efeito concentração-dependente somente em 
concentrações menores que 17 μM (5 μg/ml), com inibição na formação de colônias 
menor que 40% (Figura 28.C). 
Os dados apresentados até o momento demonstram a importância em se 
investigar a atividade biológica in vitro considerando diferentes aspectos. Como 
exemplo, têm-se os resultados apresentados para os Ext. MeOH e Ext. MAC, onde 
os mesmos exibiram valores semelhantes para a atividade citotóxica (CI50) e 
seletividade (IS). Porém, diferenças na atividade foram observadas no ensaio 
clonogênico, onde células HRT-18 demonstraram ser mais sensíveis ao tratamento 
com Ext. MeOH do que com o Ext. MAC, ambos obtidos de cascas de L. pacari. 
Diferenças nos resultados encontrados para as frações considerando os três 
aspectos avaliados também foram observados, sendo a fração F27 a mais ativa para 
células HRT-18. Apesar da fração F13 demonstrar ser mais ativa que o Ext. MeOH 
no ensaio de citotoxicidade e apresentar o melhor resultado de IS, quanto ao 
potencial clonogênico, as células HRT-18 demonstraram ser menos sensíveis a esta 
fração do que ao tratamento com o Ext. MeOH ou demais frações testadas. 
Além disso, os resultados apresentados sugerem que o ácido elágico não 
seja o principal responsável pela atividade biológica do extrato desta espécie, assim 
como demonstrado por Marcondes (2013) et al. (2014) para células leucêmicas U-
937. Seu efeito em células HRT-18 parece estar relacionado à atividade 
antiproliferativa, que ao ser associado com outras substâncias que induzam a morte 





























Figura 28. Avaliação do potencial clonogênico de células HRT-18 pós-tratamento com derivados de 
Lafoensia pacari e ácido elágico. 
A porcentagem média normalizada de colônias formadas ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados em 
duplicata, são apresentados na forma de curva de sobrevivência (A – extratos, B – frações e C – ácido elágico). Em D são 
apresentados imagens representativas do ensaio e as respectivas concentrações avaliadas de cada tratamento. Imagens do 




5.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA: CORRELAÇÃO ENTRE DADOS DE LC-MS E 
ATIVIDADE CITOTÓXICA 
 
Os resultados obtidos com os ensaios descritos até o momento demonstram 
que apesar do fracionamento do Ext. MeOH de L. pacari por CPC resultar em 
frações quimicamente distintas, todas as frações foram ativas frente a células de 
linhagem tumoral HRT-18, sugerindo que a atividade citotóxica do Ext. MeOH de L. 
pacari se deve a presença de mais de uma substância ativa. 
Com o objetivo de identificar quais as substâncias são responsáveis pela 
atividade citotóxica do extrato, sem realizar o isolamento e purificação das mesmas, 
optou-se pela análise quimiométrica. Para isto, utilizaram-se os dados obtidos por 
LC-MS dos extratos e frações, assim como os valores de CI50 experimentais frente 
às células HRT-18. 
A análise de correlação de Pearson r demonstrou que várias substâncias 
presentes nas amostras de L. pacari exibiram correlação positiva com a atividade 
citotóxica, sendo significativa para treze delas (p ≤ 0,05) (Figura 29). As substâncias 
que exibiram forte correlação (coeficiente ≥ 0,5) foram: 27 (elagitanino), 19 
(catequina), 35 (elagitanino), 13 (galocatequina), 23 (ácido O-hexosil elágico), 22 
(não identificado), 21 (HHDP-galagil O-hexosídeo), 34 (ácido O-deoxihexosil-O-metil 
elágico), 20 (elagitanino), 65 (triterpeno), 41 (saponina), 33 (não identificado) e 29 
(ácido elágico). 
Conforme observado nos cromatogramas (Figura 19) e no gráfico de calor 
(Figura 30) dentre as substâncias que apresentaram forte correlação com a 
atividade citotóxica e as frações selecionadas para os ensaios de seletividade e 
potencial clonogênico, sete delas (27, 35, 23, 22, 21, 20, 29) foram detectadas na 
fração F27, três delas na F13 (19, 13, 29), duas na F63 (27, 29) e uma na F69 (29). 
O ácido elágico foi comum para as quatro frações avaliadas (Figura 30). 
Estes dados confirmam que as substâncias ativas encontram-se distribuídas 
entre as frações, justificando a atividade citotóxica das mesmas frente a células de 




Figura 29. Correlação entre as substâncias identificadas em extratos e frações de Lafoensia 
pacari e a atividade citotóxica. 
As 25 principais substâncias identificadas nas amostras de L. pacari que apresentam correlação positiva 
(barras em vermelho) ou negativa (barras em azul) com a atividade citotóxica. Os coeficientes de 
correlação foram calculados pela análise de correlação de Pearson utilizando dados normalizados. *picos 
que apresentaram correlação significativa, com p ≤ 0,05. 
 
 
Figura 30. Gráfico de calor das principais substâncias que apresentam correlação entre os extratos e 
frações de Lafoensia pacari. 






5.4.1 Correlação das substâncias identificadas em derivados de Lafoensia pacari 
com a atividade biológica e evidências científicas 
 
Os efeitos tóxicos dos extratos e frações de L. pacari, frente a células HRT-
18, foram avaliados considerando três aspectos: citotoxicidade, seletividade e 
sensibilidade. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados para avaliar os efeitos 
que a exposição aos derivados causa nas células em curto prazo (72 h), enquanto 
que os efeitos pós-tratamento (longo prazo) foram avaliados pelo ensaio 
clonogênico. 
Os resultados de citotoxicidade demonstraram que os extratos de L. pacari 
apresentaram efeitos tóxicos frente às células HRT-18, sendo os valores de CI50 
encontrados para os Ext. MeOH e MAC semelhantes entre si e significativamente 
menores ao obtido com o Ext. DEC. Enquanto que para os ensaios de seletividade, 
os mesmos demonstraram ser seletivos para células tumorais, exibindo valores de 
IS semelhantes. Apesar de terem sido obtidos com líquidos extratores e/ou métodos 
de extração diferentes, a análise do perfil cromatográfico demonstrou que os 
mesmos apresentam semelhanças quanto a constituição química, diferindo na 
intensidade dos sinais detectados. 
Já para as frações, todas demonstraram ser capazes de reduzir o número de 
células metabolicamente viáveis em comparação ao grupo controle negativo, apesar 
de serem quimicamente diferentes. O valor de CI50 médio encontrado foi de 31,44 
μg/ml, sendo o menor e o maior valor exibido para as frações F27 e F42 (10,20 e 
82,90 μg/ml, respectivamente). 
Na tentativa de encontrar evidências que demonstrassem quais substâncias 
estariam relacionadas com a atividade citotóxica dos derivados de L. pacari, uma 
matriz de dados formada pela intensidade dos picos detectados nas 19 amostras 
foram processadas e transformadas. Com a análise de correlação de Pearson, 
sugeriu-se que algumas substâncias pertencentes à classe dos elagitaninos (20, 21, 
27, 35), catequinas (13, 19), saponina (41), triterpeno (65), bem como o ácido 
elágico (29) e seus derivados, o ácido O-hexosil elágico (23) e o ácido O-
deoxihexosil O-metil elágico (34), apresentaram forte correlação com a atividade 
citotóxica.  
Diferenças nos efeitos provocados pelos extratos e frações foram 
principalmente observados nos resultados do ensaio clonogênico. Apesar de 
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exibirem valores de CI50 semelhantes, células HRT-18 se mostraram mais sensíveis 
à exposição ao Ext. MeOH do que ao Ext. MAC, inibindo totalmente a formação de 
colônias na concentração de 20 μg/ml de Ext. MeOH. 
Efeito semelhante foi observado para as frações. A exposição das células à 
F13, que demonstrou ser mais ativa que o Ext. MeOH no ensaio de citotoxicidade, 
não foi eficiente para eliminar totalmente as células clonogênicas de HRT-18 na 
concentração de 15 μg/ml (valor de CI50 exibido no ensaio de citotoxicidade), o que 
representaria a erradicação de células potencialmente metastáticas. Por outro lado, 
a F27 exibiu resultados promissores tanto para o ensaio citotóxico quanto para o 
ensaio clonogênico, inibindo totalmente a formação de colônias na concentração de 
10 μg/ml. 
Ao analisar as frações por LC-DAD-MS, foi observado que a F13 
demonstrou ser rica em catequinas (13, 19), ácido elágico (29) e seus derivados 
glucosilados (31, 36, 38), enquanto que as frações F27 e F63 demonstraram serem 
ricas em elagitaninos, alguns deles identificados como sendo isômeros de 
punicalagina (10, 15, 18 encontrados na F63 e 10, 21, 24 na F27), entre outros. 
Catequinas são substâncias pertencentes à classe dos flavan-3-ols 
amplamente conhecidas devido a sua presença no chá verde (Camellia sinensis (L.) 
Kuntze), tendo a (–)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) como principal representante 
(Babich et al., 2005). 
Conhecido por sua forte atividade antioxidante, as catequinas também tem 
sido objeto de estudo de diversos pesquisadores na prevenção e tratamento do 
câncer, alguns deles associado a drogas anticâncer (bleomicina, cisplatina, 
tamoxifeno, bortezomibe, taxol e 5-fluorouacila). Dados na literatura demonstram os 
efeitos sinérgicos dessa associação resultando em células mais susceptíveis ao 
tratamento com quimioterápicos e tratamentos mais efetivos quando comparado a 
monoterapia (Cao et al., 2016; Suganuma et al., 2011). 
Dentre os mecanismos de ação das catequinas tem-se a inibição da 
telomerase, da transcriptase reversa, a prisão de células em fase G1 do ciclo celular, 
inibição de processos de transformação celular e a indução do processo de 
apoptose (Babich et al., 2005; Cao et al., 2016; Connors et al., 2012; Yang et al., 
2014). 
A atividade tóxica ou sobre a proliferação de células tumorais pelas 
catequinas está diretamente relacionada à sua estrutura química. Assim como para 
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os taninos hidrolisáveis, a presença de grupos galoil e hidroxilas em sua estrutura 
parecem ser determinantes na intensidade de seus efeitos. Esta correlação pode ser 
observada nos resultados apresentados por Babich et al. (2005), ao avaliar o 
potencial citotóxico de seis catequinas frente a células tumorais HSC-2 e fibroblastos 
não tumorais HGF-2. 
Seus dados demonstram que as catequinas que apresentam grupo galoil em 
sua estrutura foram mais ativas ((-)-catequina galato (CG), (-)-epicatequina galato 
(ECG) e (-)-epigalocatequina galato (EGCG)), exibindo valores médios de CI50 46, 
67 e 73 μM, respectivamente, para células tumorais HSC-2. Além disso, foi 
demonstrado que essas substâncias atuam de modo seletivo ao avaliar o atividade 
frente a células HGF-2. Por outro lado, as substâncias que não apresentam em sua 
estrutura o grupo galoil ((-)-epigalocatequina (EGC), (-)-catequina (C) e (+)-
epicatequina (EC)) exibiram valores de CI50 > 250 μM (Babich et al., 2005). 
A atividade tóxica de catequinas também foi avaliada frente a células 
tumorais de cólon. Seus resultados demonstram que, após 72 h de tratamento, a 
EGCG e a EGC exibiram valores de CI50 semelhantes para a linhagem HCT 116 no 
ensaio de citotoxicidade (46,7±5,3 e 46,0±3,1 μM), sendo ambas mais ativas que a 
EC (CI50 de 315,2±56,4 μM) (Uesato et al., 2001). 
Perfil de atividade semelhante foi observado ao avaliar o potencial 
clonogênico das células HCT 116 expostas previamente ao tratamento com 
catequinas (24 h). Seus resultados demonstram que houve redução no número de 
colônias formadas para todos os tratamentos avaliados, porém as células foram 
mais sensíveis os efeitos causados pela EGCG e EGC (Uesato et al., 2001). 
Os efeitos citotóxicos promovidos pelos elagitaninos têm sido associados as 
suas características químicas, como o número de grupos hidroxifenólicos (resíduos 
galoil e HHDP), a atividade antioxidante e a ciclização ou não da cadeia poliol 
central (Fernandes et al., 2009). Um exemplo é a atividade citotóxica da 
punicalagina e do ácido elágico, sendo a punicalagina a mais ativa em células do 
tipo Caco-2 (Larrosa et al., 2006), MCF-7 e Hs578T (Shirode et al., 2015). 
No que se refere aos mecanismos de ação envolvidos com os efeitos 
citotóxicos dessas substâncias, estudos demonstram que o ácido elágico e a 
punicalagina atuam por mecanismos intracelulares semelhantes, inibindo a 
proliferação e induzindo a morte de células de diferentes linhagens tumorais 
(Larrosa et al., 2006; Seeram et al., 2005), atuando de forma seletiva, não induzindo 
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a morte de células não tumorais (Larrosa et al., 2006; Losso et al., 2004; Omar et al., 
2016). 
A atividade antiproliferativa exibida pelo ácido elágico e punicalagina é 
causada por atuarem na regulação dos níveis de ciclinas E (upregulation), A e B1 
(down-regulation), retendo as células em fase G1/S do ciclo celular (Chung et al., 
2013; Larrosa et al., 2006). Já a indução da apoptose, parece estar relacionada com 
a ativação da via mitocondrial (intrínseca), sendo observado aumento nos níveis 
citosólicos de citocromo c, bem como a redução dos níveis de bcl-XL e ativação de 
procaspases 9 e 3 (Fjæraa Alfredsson, 2013; Larrosa et al., 2006; Zhang et al., 
2014). Além disso, a indução de apoptose em células tratadas com punicalagina e 
ácido elágico não ativa a procaspase 8 e nem é mediada por Fas, ambos 
relacionados com a via extrínseca (Larrosa et al., 2006). 
O entendimento do processo de absorção e metabolismo destas substâncias 
in vitro e in vivo tem sido essencial na avaliação de seus efeitos. 
Estudos de absorção in vitro, realizados com células Caco-2, demonstraram 
que os elagitaninos não são absorvidos por estas células. Porém, ao analisar o meio 
de cultura, foi demonstrado que eles sofrem hidrólise liberando ácido elágico, e 
desta forma, a presença de elagitaninos intactos não é detectada. O ácido elágico 
livre presente no meio é rapidamente absorvido, e, no interior das células, sofrem 
reações de metilação e glucuronidação ou sulfatação (Larrosa et al., 2006), ou se 
acumulam no interior das células, ligando-se irreversivelmente a macromoléculas 
(proteínas e DNA) (Whitley et al., 2003). Os metabólitos gerados por esse processo 
de detoxicação são então excretados no meio de cultura, onde são detectados 
(Figura 31.A) (Larrosa et al., 2006). 
A presença de alguns destes metabólitos, como o ácido dimetil elágico 
glucuronídeo, também foi reportada em estudos de biodisponibilidade realizados em 
ratos e humanos. Entretanto, estes não são os principais metabólitos encontrados. 
Devido a sua estrutura complexa, os elagitaninos não são absorvidos 
quando administrados por via oral, enquanto que parte do ácido elágico livre é 
absorvida até 1 h após a sua ingestão e metabolizada intracelularmente, liberando 
na corrente sanguínea principalmente o ácido dimetil elágico glucuronídeo (Seeram 
et al., 2004). Os ET são estáveis em pH ácido (Lipińska et al., 2014), porém são 
hidrolisados em ácido elágico no intestino delgado, onde encontram uma região de 
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pH mais alcalino apropriado para esta reação (pH 7,1-8,4) (Larrosa et al., 2006; 
Lipińska et al., 2014). 
O ácido elágico formado é metabolizado por bactérias presentes no lúmen 
intestinal, formando substâncias denominadas de urolitinas, as quais são absorvidas 
e encontradas no plasma (Figura 31.B) (Cerdá et al., 2004; Lipińska et al., 2014). Em 
seguida, são transportados para o fígado, onde são metabolizados e excretados 
com a bile para o intestino delgado (duodeno). No cólon, estas substâncias são 
metabolizadas por bactérias que apresentam atividade β-glucuronidase, permitindo a 
reabsorção destes, estabelecendo uma circulação entero-hepática que é 
responsável pela vida longa das urolitinas no plasma e na urina (Espín et al., 2007; 
Espín et al., 2017; Montes-Ávila et al., 2017). 
Estudos de farmacocinética demonstram que a quantidade dos tipos de 
urolitinas detectada no plasma e na urina varia entre indivíduos, e apenas a urolitina 
A foi detectada em todos os voluntários participantes do estudo, sendo esta 
considerada marcador da ingestão de ET e ácido elágico (Cerdá et al., 2005; 
Tomás-Barberán et al., 2009). 
Os efeitos das urolitinas sobre células tumorais têm demonstrado resultados 
promissores, reforçando a importância da ingestão diária de alimentos ricos em ET e 
ácido elágico. Estudos in vitro demonstram que as urolitinas apresentam atividade 
antiproliferativa em células tumorais de próstata (CI50 < 30 μM), além de inibirem 
CYP1B1 (citocromo P450, família 1, subfamília 1, polipeptídeo 1), afetando o 
desenvolvimento do câncer de próstata, bem como a resistência à drogas 
anticancerígenas. Além disso, estudos demonstram que a ingestão diária de suco de 
romã promove um acúmulo de urolitina A glucuronídeo e o ácido dimetil elágico na 
próstata, apresentando melhores resultados com o tratamento (Montes-Ávila et al., 
2017). 
Em células tumorais de cólon, as urolitinas induzem a apoptose destas 
células (1-100 μM), modulam enzimas de detoxicação de carcinogênicos, bem como 
a expressão de múltiplos genes em células epiteliais do cólon. Além disso, a urolitina 
A tem exibido atividade anti-inflamatória em ratos, reduzindo os marcadores para 
NO sintase, COX-2 e prostaglandina E2 (Garcia-Muñoz and Vaillant, 2014; Montes-








Figura 31. Principais metabólitos gerados após exposição ao ácido elágico e elagitaninos e ácido 
elágico, detectados em ensaios in vitro e in vivo. 












































































































































Exposto isso, sugere-se que a atividade da L. pacari sobre células tumorais 
esteja principalmente relacionada com a presença de elagitaninos em seus 
derivados. Desta forma, realizamos um estudo prévio com células U-937 expostas 
ao tratamento com ácido elágico e Ext. MeOH de L. pacari, e os resultados 
encontrados estão em concordância com os dados apresentados por Larrosa et al. 
(2006). 
Conforme demonstrado na Figura 32, ao tratar as células U-937 com ácido 
elágico (100 μg/ml), após 24 h, foi possível detectar a presença dos metabólitos 
ácido dimetil elágico (d) e seu derivado glucuronídeo (c) no meio de cultura. A 
presença de picos de baixa intensidade com o mesmo tR destes metabólitos também 
foram detectados no meio de cultura de células expostas ao tratamento com o Ext. 
MeOH de L. pacari (100 e 500 μg/ml), bem como a ausência dos picos 
correspondentes aos elagitaninos presentes na porção inicial do cromatograma (a). 
Estes resultados, aliados a identificação das substâncias presentes nos 
extratos e frações da L. pacari, indicam que um dos principais mecanismos 
envolvidos com os efeitos citotóxicos provocados por esta espécie está relacionado 
com a ação do ácido elágico proveniente da hidrólise dos elagitaninos in vitro. Por 
terem sido detectados majoritariamente no Ext. MeOH, sugere-se que a presença de 
isômeros de punicalagina sejam os principais responsáveis pela prisão das células 
U-937 em fase G0/G1, bem como da indução da morte celular por apoptose em 
células de diferentes linhagens tumorais (Marcondes, 2013; 2014). 
Considerando os resultados apresentados, taninos hidrolisáveis, catequinas, 
ácido elágico e seus derivados parecem ser os principais responsáveis pela 
atividade citotóxica de preparações da espécie L. pacari. Sugere-se que os taninos 
hidrolisáveis e derivados de ácido elágico sejam convertidos a ácido elágico no meio 
de cultura e, após serem absorvidos, induzem o processo de apoptose. Além disso, 
as catequinas identificadas atuam de modo sinérgico, inibindo a telomerase e 
transcriptase reversa, inibindo processos de transformação celular, contribuindo para 
os resultados observados. 
Apesar dos efeitos in vivo da L. pacari não terem sido demonstrados neste 
trabalho, sugere-se que estes estejam relacionados com a formação de urolitinas a 
partir da metabolização de ácido elágico e elagitaninos por bactérias presentes na 
microflora intestinal. Desta forma, a identificação destes elagitaninos aliado às 
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informações encontradas na literatura, trazem evidências que justificam o uso 






Figura 32. Metabólitos detectados em células U-937 expostas ao tratamento com ácido elágico e 
extrato de Lafoensia pacari 
Células U-937 em crescimento exponencial foram expostas, por 24 h, ao tratamento com ácido elágico (4, 8) e Ext. MeOH de 
L. pacari (100 e 500 μg/ml) (5, 9 e 6, 10, respectivamente). Em seguida, os metabólitos presentes no meio de cultura (A) e no 
lisado celular (B), foram extraídos em cartucho SPE e analisados por LC-DAD e LC-MS. Os cromatogramas obtidos foram 
comparados com os de células controles (3, 7), com o Ext. MeOH (1) e ácido elágico (2). *pico correspondente ao vermelho de 
fenol. Demais legendas, ver texto. 
 
Entretanto, para confirmar esta hipótese, recomenda-se a realização de 
ensaios in vivo, de modo a identificar os metabólitos gerados pela ingestão do 































sugestão seria realizar ensaios in vitro que simulam esta metabolização in vivo, e 
avaliar os efeitos destes metabólitos em células de linhagem tumoral, uma vez que 
os ensaios in vivo necessitariam de uma quantidade maior de amostra e animais, 








Ao avaliar o perfil cromatográfico das amostras de L. pacari, os extratos 
metanólico (Ext. MeOH) e aquosos (Ext. MAC e DEC) demonstraram ser 
semelhantes qualitativamente. 
O fracionamento do Ext. MeOH realizado por CPC, por outro lado, resultou 
em frações quimicamente distintas, possibilitando a identificação de substâncias 
pertencentes à classe dos carboidratos, saponinas, triterpenos, flavan-3-ols, taninos 
hidrolisáveis, além do ácido elágico e derivados. 
Ao avaliar a atividade citotóxica e antiproliferativa in vitro de extratos e 
frações de L. pacari, foi demonstrado que todas as amostras exibem toxicidade 
frente a células tumorais de linhagem colorretal HRT-18, em diferentes intensidades, 
apesar de diferenças em sua constituição química. Além disso, foi observada 
redução no número de colônias formadas de células HRT-18 previamente expostas 
aos extratos e frações, exibindo efeito sobre o potencial clonogênico das mesmas. 
Para as células leucêmicas da linhagem U-937, as frações que apresentam 
substâncias menos polares em sua constituição demonstraram ser mais ativas. 
Resultados obtidos com a análise estatística de correlação entre a 
constituição química de extratos/frações e a atividade citotóxica, assim como a 
identificação das substâncias e informações descritas na literatura, sugerem que os 
efeitos citotóxicos exibidos pelas amostras de L. pacari estão relacionados com a 
presença de catequinas, taninos hidrolisáveis, ácido elágico e derivados, sendo a 







Abdulla, R., Mansur, S., Lai, H., Ubul, A., Sun, G., Huang, G. and Aisa, H.A., 2017. 
Qualitative analysis of polyphenols in macroporous resin pretreated 
pomegranate husk extract by HPLC-QTOF-MS. Phytochem. Anal. 28, 465-
473. 
Abid, M., Yaich, H., Cheikhrouhou, S., Khemakhem, I., Bouaziz, M., Attia, H. and 
Ayadi, M.A., 2017. Antioxidant properties and phenolic profile 
characterization by LC-MS/MS of selected Tunisian pomegranate peels. J. 
Food Sci. Technol. 54, 2890-2901. 
Ambigaipalan, P., de Camargo, A.C. and Shahidi, F., 2016a. Phenolic compounds of 
pomegranate by products (outer skin, mesocarp, divider membrane) and 
their antioxidant activities. J. Agr. Food Chem. 64, 6584-6604. 
Ambigaipalan, P., de Camargo, A.C. and Shahidi, F., 2016b. Phenolic compounds of 
pomegranate byproducts (outer skin, mesocarp, divider membrane) and their 
antioxidant activities. J. Agr. Food Chem. 64, 6584-6604. 
Babich, H., Krupka, M.E., Nissim, H.A. and Zuckerbraun, H.L., 2005. Differential in 
vitro cytotoxicity of (-)-epicatechin gallate (ECG) to cancer and normal cells 
from the human oral cavity. Toxicology in vitro 19, 231-242. 
Baguley, B.C., JHicks, K.O. and Wilson, W.R., 2002. Tumor cell cultures in drug 
development. In: B.C. Baguley and D.J. Kerr (Eds.), Anticancer drug 
development, Academic Press, San Diego, pp. 269-284. 
Barreira, S., Botelho, S.A., Scolforo, J.R., Mello, J.M., 2000. Efeito de diferentes 
intensidades de corte seletivo sobre a regeneração natural de cerrado. 
Cerne 6, 40-51. 
Bojczuk, M., Żyżelewicz, D. and Hodurek, P., 2017. Centrifugal partition 
chromatography – A review of recent applications and some classic 
references. J. Sep. Sci. 40, 1597–1609. 
Boyd, M.R., 2004. The NCI human tumor cell line (60-Cell) screen. In: B.A. Teicher 
and P.A. Andrews (Eds.), Anticancer Drug Development Guide: Preclinical 
Screening, Clinical Trials, and Approval, Humana Press, Totowa, NJ, pp. 41-
61. 
Brandão, M.G.L., Pignal, M., Romaniuc, S., Grael, C.F.F. and Fagg, C.W., 2012. 
Useful Brazilian plants listed in the field books of the French naturalist 
Auguste de Saint-Hilaire (1779-1853). J. Ethnopharmacol. 143, 488-500. 
Butler, M. and Spearman, M., 2007. Cell counting and viability measurements. 
Animal Cell Biotechnology: Methods and Protocols, Humana Press, Totowa, 
NJ, pp. 205-222. 
Cabral, P.R.F. and Pasa, M.C., 2009. Mangava-brava: Lafoensia pacari A. St. - Hil. 
(Lythraceae) e a etnobotânica em Cuiabá, MT. Rev. Biodiversidade 8, 2-21. 
111 
 
Calani, L., Beghè, D., Mena, P., Del Rio, D., Bruni, R., Fabbri, A., Dall'Asta, C. and 
Galaverna, G., 2013. Ultra-HPLC-MSn (poly)phenolic profiling and 
chemometric analysis of juices from ancient Punica granatum L. cultivars: a 
nontargeted approach. J. Agr. Food Chem. 61, 5600-5609. 
Calderón-Montaño, J.M., Burgos-Morón, E., Orta, M.L., Maldonado-Navas, D., 
García-Domínguez, I. López-Lázaro, M., 2014. Evaluating the cancer 
therapeutic potential of cardiac glycosides. BioMed Res. Int. doi: 
10.1155/2014/794930. 
Cao, J., Han, J., Xiao, H., Qiao, J. and Han, M., 2016. Effect of tea polyphenol 
compounds on anticancer drugs in terms of anti-tumor activity, toxicology, 
and pharmacokinetics. Nutrients 8, doi: 10.3390/nu8120762. 
Carneiro, C.C., da Costa Santos, S., de Souza Lino, R., Bara, M.T.F., Chaibub, B.A., 
de Melo Reis, P.R., Chaves, D.A., da Silva, A.J.R., Silva, L.S., de Melo e 
Silva, D. and Chen-Chen, L., 2016. Chemopreventive effect and angiogenic 
activity of punicalagin isolated from leaves of Lafoensia pacari A. St.-Hil. 
Toxicol. Appl. Pharmacol. 310, 1-8. 
Carvalho, P.E.R., 1994. Espécies florestais brasileiras: recomendações silviculturais, 
potencialidades e uso da madeira. Eembrapa-CNPF/SPI, Colombo. 
Cerdá, B., Espín, J.C., Parra, S., Martínez, P. and Tomás-Barberán, F.A., 2004. The 
potent in vitro antioxidant ellagitannins from pomegranate juice are 
metabolised into bioavailable but poor antioxidant hydroxy-6H-dibenzopyran-
6-one derivatives by the colonic microfloraof healthy humans. Eur. J. 
Nutrition 43, 205-220. 
Cerdá, B., Periago, P., Espín, J.C. and Tomás-Barberán, F.A., 2005. Identification of 
urolithin A as a metabolite produced by human colon microflora from ellagic 
acid and related compounds. J. Agr. Food Chem. 53, 5571-5576. 
Chiba, K., Kawakami, K. and Tohyama, K., 1998. Simultaneous evaluation of cell 
viability by neutral red, MTT and crystal violet staining assays of the same 
cells. Toxicology in vitro 12, 251-258. 
Chung, Y.-C., Lu, L.-C., Tsai, M.-H., Chen, Y.-J., Chen, Y.-Y., Yao, S.-P. and Hsu, 
C.-P., 2013. The inhibitory effect of ellagic acid on cell growth of ovarian 
carcinoma cells. Evid. Based Compl. Alt. Med. doi: 10.1155/2013/306705. 
Connors, S.K., Chornokur, G. and Kumar, N.B., 2012. New insights into the 
mechanisms of green tea catechins in the chemoprevention of prostate 
cancer. Nutr. Cancer 64, 4-22. 
Crowley, L.C., Christensen, M.E. and Waterhouse, N.J., 2016. Measuring survival of 
adherent cells with the colony-forming assay. Cold Spring Harbor Protocols 
2016, pdb.prot087171. 
Crozier, A., Jaganath, I.B. and Clifford, M.N., 2009. Dietary phenolics: chemistry, 
bioavailability and effects on health. Nat. Prod. Rep. 26, 1001-1043. 
112 
 
da Mota Menezes, V., Atallah An Fau - Lapa, A.J., Lapa Aj Fau - Catapani, W.R. and 
Catapani, W.R., 2006. Assessing the therapeutic use of Lafoensia pacari St. 
Hil. extract (mangava-brava) in the eradication of Helicobacter pylori: double-
blind randomized clinical trial. Helicobacter 11, 188-195. 
Djoukeng, J.D., Abou-Mansour, E., Tapondjou, L.A., Lontsi, D. and Tabacchi, R., 
2007. Identification of ellagic acid derivatives from stem bark of Syzygium 
guineense (Myrtaceae). Nat. Prod. Comm. 2, 1-6. 
Ebada, S.S., Edrada, R.A., Lin, W. and Proksch, P., 2008. Methods for isolation, 
purification and structural elucidation of bioactive secondary metabolites from 
marine invertebrates. Nat. Prot. 3, 1820-1831. 
Espín, J.C., García-Conesa, M.T. and Tomás-Barberán, F.A., 2007. Nutraceuticals: 
Facts and fiction. Phytochemistry 68, 2986-3008. 
Espín, J.C., González-Sarrías, A. and Tomás-Barberán, F.A., 2017. The gut 
microbiota: a key factor in the therapeutic effects of (poly) phenols. Biochem. 
Pharmacol. 139, 82-93. 
Fernandes, A., Fernandes, I., Cruz, L., Mateus, N., Cabral, M. and de Freitas, V., 
2009. Antioxidant and biological properties of bioactive phenolic compounds 
from Quercus suber L. J. Agr. Food Chem. 57, 11154-11160. 
Fernandes, M.R., Barboza, M.P., de Souza-Leal, T. and Pedroso-de-Moraes, C., 
2012. Carposeminal biometrics and germination of Lafoensia pacari A. St. 
Hil. (Lythraceae) exposed to different concentrations of GA(3). Semina-
Ciencias Agrarias 33, 2571-2584. 
Fioravanti, C., 2010. Autofagia para a sobrevivência: A manipulação da autodigestão 
celular inspira novas estratégias para combater doenças. Pesquisa FAPESP 
168, 42-47. 
Fischer, U.A., Carle, R. and Kammerer, D.R., 2011. Identification and quantification 
of phenolic compounds from pomegranate (Punica granatum L.) peel, 
mesocarp, aril and differently produced juices by HPLC-DAD–ESI/MSn. Food 
Chem. 127, 807-821. 
Fjæraa Alfredsson, C., 2013. Effects of ellagic acid in human neuroblastoma cells. 
Health Sciences, Karlstad University Studies, Karlstad, p. 73. 
Flora do Brasil 2020, 2017. Lafoensia pacari A.St.-Hil. Jardim Botânico do Rio de 
Janeiro. 
Fong, C.K.Y., Yang-Feng, T.L. and Lerner-Tung, M.B., 1994. Re-examination of the 
McCoy cell line for confirmation of its mouse origin: karyotyping, electron 
microscopy and reverse transcriptase assay for endogenous retrovirus. Clin. 
Diagn. Virol. 2, 95-103. 
Franken, N.A.P., Rodermond, H.M., Stap, J., Haveman, J. and van Bree, C., 2006. 
Clonogenic assay of cells in vitro. Nat. Prot. 1, 2315-2319. 
113 
 
Galdino, P.M., Carvalho, A.A.V., Florentino, I.F., Martins, J.L.R., Gazola, A.C., Paula, 
J.R.d., Paula, J.A.M.d., Torres, L.M.B., Costa, E.A. and Lima, T.C.M.d., 
2015. Involvement of monoaminergic systems in the antidepressant-like 
properties of Lafoensia pacari A. St. Hil. J. Ethnopharmacol. 170, 218-225. 
Galdino, P.M., Nascimento, M.V.M., Sampaio, B.L., Ferreira, R.N., Paula, J.R. and 
Costa, E.A., 2009. Antidepressant-like effect of Lafoensia pacari A. St.-Hil. 
ethanolic extract and fractions in mice. J. Ethnopharmacol. 124, 581-585. 
Galdino, P.M., Nascimento, M.V.M., Sousa, F.B.d., Ferreira, R.N., Paula, J.R.d. and 
Costa, E.A., 2010. Central activities of hydroalcoholic extract from Lafoensia 
pacari A. St.-Hil. stem bark. Braz. J. Pharm. Sci. 46, 455-462. 
Gallo, M.B.C. and Sarachine, M.J., 2009. Biological activities of lupeol. International 
J. Biomed. Pharm. Sci. 3, 46-66. 
Galluzzi, L., Bravo-San Pedro, J.M., Vitale, I., Aaronson, S.A., Abrams, J.M., Adam, 
D., Alnemri, E.S., Altucci, L., Andrews, D., Annicchiarico-Petruzzelli, M., 
Baehrecke, E.H., Bazan, N.G., Bertrand, M.J., Bianchi, K., Blagosklonny, 
M.V., Blomgren, K., Borner, C., Bredesen, D.E., Brenner, C., Campanella, 
M., Candi, E., Cecconi, F., Chan, F.K., Chandel, N.S., Cheng, E.H., Chipuk, 
J.E., Cidlowski, J.A., Ciechanover, A., Dawson, T.M., Dawson, V.L., De 
Laurenzi, V., De Maria, R., Debatin, K.M., Di Daniele, N., Dixit, V.M., 
Dynlacht, B.D., El-Deiry, W.S., Fimia, G.M., Flavell, R.A., Fulda, S., Garrido, 
C., Gougeon, M.L., Green, D.R., Gronemeyer, H., Hajnoczky, G., Hardwick, 
J.M., Hengartner, M.O., Ichijo, H., Joseph, B., Jost, P.J., Kaufmann, T., 
Kepp, O., Klionsky, D.J., Knight, R.A., Kumar, S., Lemasters, J.J., Levine, B., 
Linkermann, A., Lipton, S.A., Lockshin, R.A., Lopez-Otin, C., Lugli, E., 
Madeo, F., Malorni, W., Marine, J.C., Martin, S.J., Martinou, J.C., Medema, 
J.P., Meier, P., Melino, S., Mizushima, N., Moll, U., Munoz-Pinedo, C., 
Nunez, G., Oberst, A., Panaretakis, T., Penninger, J.M., Peter, M.E., 
Piacentini, M., Pinton, P., Prehn, J.H., Puthalakath, H., Rabinovich, G.A., 
Ravichandran, K.S., Rizzuto, R., Rodrigues, C.M., Rubinsztein, D.C., Rudel, 
T., Shi, Y., Simon, H.U., Stockwell, B.R., Szabadkai, G., Tait, S.W., Tang, 
H.L., Tavernarakis, N., Tsujimoto, Y., Vanden Berghe, T., Vandenabeele, P., 
Villunger, A., Wagner, E.F., Walczak, H., White, E., Wood, W.G., Yuan, J., 
Zakeri, Z., Zhivotovsky, B., Melino, G. and Kroemer, G., 2015. Essential 
versus accessory aspects of cell death: recommendations of the NCCD 
2015. Cell Death Differ. 22, 58-73. 
Galluzzi, L., Maiuri, M.C., Vitale, I., Zischka, H., Castedo, M., Zitvogel, L. and 
Kroemer, G., 2007. Cell death modalities: classification and 
pathophysiological implications. Cell Death Differ. 14, 1237-1243. 
Galvão, A.P.M., 2017. Dedaleiro, Lafoensia pacari. Espécies arbóreas brasileiras, 
Embrapa. 
Garcia-Muñoz, C. and Vaillant, F., 2014. Metabolic fate of ellagitannins: implications 
for health, and research perspectives for innovative functional foods. Critical 
Rev. Food Sci. Nutr. 54, 1584-1598. 
114 
 
Grace, M.H., Warlick, C.W., Neff, S.A. and Lila, M.A., 2014. Efficient preparative 
isolation and identification of walnut bioactive components using high-speed 
counter-current chromatography and LC-ESI-IT-TOF-MS. Food Chem. 158, 
229-238. 
Gu, D., Yang, Y., Bakri, M., Chen, Q., Xin, X. and Aisa, H.A., 2013. A LC/QTOF-
MS/MS application to investigate chemical compositions in a fraction with 
protein tyrosine phosphatase 1B inhibitory activity from Rosa rugosa flowers. 
Phytochem. Anal. 24, 661-670. 
Hippert, M.M., O’Toole, P.S. and Thorburn, A., 2006. Autophagy in cancer: good, 
bad, or both? Cancer Res. 66, 9349-9351. 
Hooi Poay, T., Sui Kiong, L. and Cheng Hock, C., 2011. Characterisation of 
galloylated cyanogenic glucosides and hydrolysable tannins from leaves of 
Phyllagathis rotundifolia by LC-ESI-MS/MS. Phytochem. Anal. 22, 516-525. 
Hubert, J., Plé, K., Hamzaoui, M. and Renault, J.-H., 2013. Polyphenol purification by 
solid support-free liquid-liquid chromatography (CCC, CPC). In: K.G. 
Ramawat and J.-M. Mérillon (Eds.), Natural Products, Springer Berlin 
Heidelberg, pp. 2145-2172. 
Jourdes, M., Pouységu, L., Quideau, S., Mattivi, F., Truchado, P. and Tomás-
Barberán, F.A., 2012. Hydrolyzable tannins: gallotannins, ellagitannins, and 
ellagic acid. In: L.M.L. Nollet and F. Toldrá (Eds.), Handbook of analysis of 
active compounds in functional foods, CRC Press, Roca Raton, pp. 435-459. 
Kajdzanoska, M., Gjamovski, V. and Stefova, M., 2010. HPLC-DAD-ESI-MSn 
identification of phenolic compounds in cultivated strawberries from 
Macedonia. Macedonian J. Chem. Chemical Engineer. 29, 181-194. 
Khanbabaee, K. and Ree, T.v., 2001. Tannins: classification and definition. Nat. 
Prod. Rep. 18, 641-649. 
Kroemer, G., Galluzzi, L., Vandenabeele, P., Abrams, J., Alnemri, E.S., Baehrecke, 
E.H., Blagosklonny, M.V., El-Deiry, W.S., Golstein, P., Green, D.R., 
Hengartner, M., Knight, R.A., Kumar, S., Lipton, S.A., Malorni, W., Nuñez, G., 
Peter, M.E., Tschopp, J., Yuan, J., Piacentini, M., Zhivotovsky, B. and 
Melino, G., 2009. Classification of cell death: recommendations of the 
Nomenclature Committee on Cell Death 2009. Cell Death Differ. 16, 3-11. 
Larrosa, M., Tomás-Barberán, F.A. and Espín, J.C., 2006. The dietary hydrolysable 
tannin punicalagin releases ellagic acid that induces apoptosis in human 
colon adenocarcinoma Caco-2 cells by using the mitochondrial pathway. J. 
Nutr. Biochem. 17, 611-625. 
Lima, M.R.F.d., Ximenes, E.C.P.A., Luna, J.S. and Sant'Ana, A.E.G., 2006. The 




Lipińska, L., Klewicka, E. and Sójka, M., 2014. Structure, occurrence and biological 
activity of ellagitannins: a general review. Acta Scient. Polonorum Technol. 
Aliment. 13, 289-299. 
Longo-Sorbello, G.S.A., Saydam, G., Banerjee, D., Bertino, J.R. and Celis, J.E., 
2006. Chapter 38 - Cytotoxicity and Cell Growth Assays. Cell Biology, 
Academic Press, Burlington, pp. 315-324. 
Losso, J.N., Bansode, R.R., Trappey, A., Bawadi, H.A. and Truax, R., 2004. In vitro 
anti-proliferative activities of ellagic acid. J. Nutr. Biochem. 15, 672-678. 
Majno, G. and Joris, I., 1995. Apoptosis, Oncosis, and Necrosis. Am. J. Pathol. 146, 
3-15. 
Makkar, H.P.S., 2003. Quantification of tannins in tree and shrub foliage - A 
laboratory manual. Springer Netherlands. 
Makkar, H.P.S., Blümmel, M., Borowy, N.K. and Becker, K., 1993. Gravimetric 
determination of tannins and their correlations with chemical and protein 
precipitation methods. J. Sci. Food Agr. 61, 161-165. 
Mämmelä, P., Savolainen, H., Lindroos, L., Kangas, J. and Vartiainen, T., 2000. 
Analysis of oak tannins by liquid chromatography-electrospray ionisation 
mass spectrometry. J. Chromatogr. A 891, 75-83. 
Marcondes, D.B.d.S., 2013. Indução de apoptose pelo extrato e frações de 
Lafoensia pacari A. St.-Hil., Lythraceae, em células tumorais. Programa de 
Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas, Universidade Federal do 
Paraná, Curitiba. 
Marcondes, D.B.d.S., Reichert, C.L., Andrade, L.F.d., Santos, C.A.d.M. and Weffort-
Santos, A.M., 2014. Cytotoxicity and apoptogenic effects of Lafoensia pacari. 
J. Ethnopharmacol. 157, 243-250. 
Matos, L.G.d., Santos, L.D., Ferreira, R.N., Pontes, I.S., Paula, J.R.d. and Costa, 
E.A., 2008. Anti-inflammatory, antinociceptive, and sedating effects of 
Lafoensia pacari aqueous extract. Pharm. Biol. 46, 341-346. 
Melo, J.G.d., Santos, A.G., Amorim, E.L.C., Nascimento, S.C.d. and Albuquerque, 
U.P.d., 2011. Medicinal plants used as antitumor agents in Brazil: An 
ethnobotanical approach. Evid. Based Compl. Alt. Med. doi: 
10.1155/2011/365359. 
Melo Junior, E.J.M.d., Raposo, M.J., Sant'Ana, A.E.G., Lisboa Neto, J.d.A. and Diniz, 
M.d.F.A., 2000. Estudo de plantas medicinais com atividade antimicrobiana 
sobre microrganismos presentes na alveolite. Revista ABO Nacional 8, 220-
226. 
Mena, P., Calani, L., Dall'Asta, C., Galaverna, G., García-Viguera, C., Bruni, R., 
Crozier, A. and Del Rio, D., 2012. Rapid and comprehensive evaluation of 
(poly)phenolic compounds in pomegranate (Punica granatum L.) juice by 
UHPLC-MSn. Molecules 17, 14821-14840. 
116 
 
Michel, T., Emilie, D. and Elfakir, C., 2014. New advances in countercurrent 
chromatography and centrifugal partition chromatography: focus on coupling 
strategy. Anal. Bioanal. Chem. 406, 957-969. 
Ministério da Saúde, 2016. Política e Programa Nacional de Plantas Medicinais e 
Fitoterápicos. Brasília. 
Moilanen, J., Sinkkonen, J. and Salminen, J.-P., 2013. Characterization of bioactive 
plant ellagitannins by chromatographic, spectroscopic and mass 
spectrometric methods. Chemoecology 23, 165-179. 
Montes-Ávila, J., López-Angulo, G. and Delgado-Vargas, F., 2017. Tannins in fruits 
and vegetables: chemistry and biological functions. Fruit and vegetable 
phytochemicals, John Wiley & Sons, Ltd, Chichester, UK, pp. 221-268. 
Morak-Młodawska, B., Pluta, K., Latocha, M., Jelen´, M. and Kus´mierz, D., 2016. 
Synthesis and anticancer and lipophilic properties of 10-dialkylaminobutynyl 
derivatives of 1,8- and 2,7-diazaphenothiazines. J. Enzyme Inhib. Med. 
Chem. 31, 1132-1138. 
Mullen, W., Yokota, T., Lean, M.E.J. and Crozier, A., 2003. Analysis of ellagitannins 
and conjugates of ellagic acid and quercetin in raspberry fruits by LC-MSn. 
Phytochemistry 64, 617-624. 
Mundo, S.R., 2007. Caracteres morfoanatômicos de folha e caule de espécies 
brasileiras de uso medicinal: Calophyllum brasiliense Cambess. 
(Clusiaceae), Cupania vernalis Cambess. (Sapindaceae) e Lafoensia pacari 
A. St.-Hil. (Lythraceae). Programa de Pós-graduação em Ciências 
Farmacêuticas, Universidade Federal do Paraná, Curitiba, p. 93. 
Mundo, S.R. and Duarte, M.d.R., 2007. Morfoanatomia Foliar e Caulinar de 
Dedaleiro: Lafoensia pacari A. St.-Hil. (Lythraceae). Lat. Am. J. Pharm. 26, 
522-529. 
Nascimento, M.V.M., Galdino, P.M., Florentino, I.F., Sampaio, B.L., Vanderlinde, 
F.A., de Paula, J.R. and Costa, E.A., 2011. Antinociceptive effect of 
Lafoensia pacari A. St.-Hil. independent of anti-inflammatory activity of ellagic 
acid. J. Nat. Med. 65, 448-454. 
Netto, L., 1865. Remarque sur la destruction des plantes indigènes au Brésil et sur le 
moyen de les en préserver. Imprimeur de la Faculté de médecine, Paris. 
Nicholson, G., 1895-1896. Dictionnaire pratique d'horticulture et de jardinage. Paris. 
Niemetz, R. and Gross, G.G., 2001. Gallotannin biosynthesis: β-glucogallin: 
hexagalloyl 3-O-galloyltransferase from Rhus typhina leaves. Phytochemistry 
58, 657-661. 
Nogueira, Y.L., 2004. Estimativa de validade de um novo método de isolamento de 
vírus rábico. Rev. Saude Pub. 38, 315-322. 
117 
 
Nogueira, Y.L., Oliveira, C.A.F., Ferreira, A.G.P., Nakamura, P.M. and Magnanelli, 
A.C., 2003. McCoy cell line as a possible model containing CD4+ receptors 
for the study of HIV-1 replication. Rev. Inst. Med. Trop. São Paulo 45, 205-
211. 
Novaes Gomes, M.A. and Shepherd, S.L.K., 2000. Estudo de nutrição mineral in 
vitro relacionado à adaptação de Sinningia allagophylla (Martius) Wiehler 
(Gesneriaceae) às condições de cerrado. Braz. J. Bot. 23, 153-159. 
O'Brien, J., Wilson, I., Orton, T. and Pogman, F., 2000. Investigation of the Alamar 
Blue (resazurin) fluorescent dye for the assessment of mammalian cell 
cytotoxicity. Eur. J. Biochem. 267, 5421-5426. 
Oka, F., Oka, H. and Ito, Y., 1991. Systematic search for suitable two-phase solvent 
systems for high-speed counter-current chromatography. J Chromatogr. 538, 
99-108. 
Omar, U., Aloqbi, A., Yousrl, M. and Howell, N.K., 2016. Effect of punicalagin on 
human colon cancer CACO-2 cells. Malaysian J. Nutr. 22, 125-136. 
Reinold, M.R., 2015. A estabilização físico-química da cerveja. Ind. Cervejeira 3, 12-
19. 
Repetto, G., del Peso, A. and Zurita, J.L., 2008. Neutral red uptake assay for the 
estimation of cell viability/cytotoxicity. Nat. Prot. 3, 1125-1131. 
Riss, T.L., Moravec, R.A., Niles, A.L., Duellman, S., Benink, H.A., Worzella, T.J. and 
Minor, L., 2016. Cell Viability Assays - Assay Guidance Manual. Eli Lilly & 
Company and the National Center for Advancing Translational Sciences. 
Rock, K.L. and Kono, H., 2008. The inflammatory response to cell death. Ann. Rev. 
Pathol. 3, 99-126. 
Rode, H.-J., 2008. Apoptosis, cytotoxicity and cell proliferation. Roche Diagnostics 
GmbH, Germany. 
Rogerio, A.P., Fontanari, C., Borducchi, É., Keller, A.C., Russo, M., Soares, E.G., 
Albuquerque, D.A. and Faccioli, L.H., 2008a. Anti-inflammatory effects of 
Lafoensia pacari and ellagic acid in a murine model of asthma. Eur. J. 
Pharmacol. 580, 262-270. 
Rogerio, A.P., Fontanari, C., Melo, M.C.C., Ambrosio, S.R., de Souza, G.E.P., 
Pereira, P.S., França, S.C., da Costa, F.B., Albuquerque, D.A. and Faccioli, 
L.H., 2006. Anti-inflammatory, analgesic and anti-oedematous effects of 
Lafoensia pacari extract and ellagic acid. J. Pharm. Pharmacol. 58, 1265-
1273. 
Rogerio, A.P., Sá-Nunes, A., Albuquerque, D.A., Anibal, F.F., Medeiros, A.I., 
Machado, E.R., Souza, A.O., Prado, J.C. and Faccioli, L.H., 2003. Lafoensia 




Rogerio, A.P., Sá-Nunes, A., Albuquerque, D.A., Soares, E.G. and Faccioli, L.H., 
2008b. Anti-eosinophilic effect of Lafoensia pacari in toxocariasis. 
Phytomedicine 15, 348-357. 
Rogerio, A.P., Sá-Nunes, A. and Faccioli, L.H., 2010. The activity of medicinal plants 
and secondary metabolites on eosinophilic inflammation. Pharmacol. Res. 
62, 298-307. 
Sadeghi-Aliabadi, H. and Ahmadi, A., 2000. Cytotoxicity and antitumor properties of a 
marine compound on cancer cells, HESA-A. Med. J. Islamic Acad. Sci. 13, 
55-61. 
Sadeghi-Aliabadi, H. and Ahmadi, A., 2003. Cytotoxicity and antitumor properties of a 
marine compound, HESA-A, on cancer cells. DARU J. Pharm. Sci. 11, 82-87. 
Saint-Hilaire, A.d., Jussieu, A.d. and Cambessedes, J., 1832. Lafoensia pacari. Flora 
Brasiliae Meridionalis, Parisiis, pp. 159-160; 191. 
Salminen, J.-P., 2014. The chemistry and chemical ecology of ellagitannins in plant–
insect interactions: from underestimated molecules to bioactive plant 
constituents. In: A. Romani, V. Lattanzio and S. Quideau (Eds.), Recent 
Advances in Polyphenol Research, John Wiley & Sons, Ltd, Chichester. 
Salminen, J.-P. and Karonen, M., 2011. Chemical ecology of tannins and other 
phenolics: we need a change in approach. Funct. Ecol. 25, 325-338. 
Salminen, J.-P., Ossipov, V., Loponen, J., Haukioja, E. and Pihlaja, K., 1999. 
Characterisation of hydrolysable tannins from leaves of Betula pubescens by 
high-performance liquid chromatography-mass spectrometry. J. Chromatogr. 
A 864, 283-291. 
Santos, D.Y.A.C., Salatino, M.L.F. and Salatino, A., 2000. Foliar flavonoids of 
Lafoensia (Lythraceae). Biochem. Syst. Ecol. 28, 487-488. 
Saotome, K., Morita, H. and Umeda, M., 1989. Cytotoxicity test with simplified crystal 
violet staining method using microtitre plates and its application to injection 
drugs. Toxicology in vitro 3, 317-321. 
Scheer, M.B., Carneiro, C., Bressan, O.A. and Santos, K.G.d., 2012. Crescimento e 
nutrição de mudas de Lafoensia pacari com lodo de esgoto. Flor. Amb. 19, 
55-65. 
Seeram, N.P., Adams, L.S., Henning, S.M., Niu, Y., Zhang, Y., Nair, M.G. and Heber, 
D., 2005. In vitro antiproliferative, apoptotic and antioxidant activities of 
punicalagin, ellagic acid and a total pomegranate tannin extract are 
enhanced in combination with other polyphenols as found in pomegranate 
juice. J. Nutr. Biochem. 16, 360-367. 
Seeram, N.P., Lee, R. and Heber, D., 2004. Bioavailability of ellagic acid in human 
plasma after consumption of ellagitannins from pomegranate (Punica 
granatum L.) juice. Clin. Chim. Acta 348, 63-68. 
119 
 
Serna, D.M.O. and Martínez, J.H.I., 2015. Phenolics and polyphenolics from 
Melastomataceae species. Molecules 20, 17818-17847. 
Shirode, A.B., Bharali, D.J., Nallanthighal, S., Coon, J.K., Mousa, S.A. and Reliene, 
R., 2015. Nanoencapsulation of pomegranate bioactive compounds for 
breast cancer chemoprevention. Int. J. Nanomed. 10, 475-484. 
Shoemaker, R.H., 2006. The NCI60 human tumour cell line anticancer drug screen. 
Nat. Rev. Cancer 6, 813-823. 
Silva Junior, I.F., Cechinel, V., Zacchino, S.A., Lima, J.C.D. and Martins, D.T.D., 
2009. Antimicrobial screening of some-medicinal plants from Mato Grosso 
Cerrado. Rev. Bras. Farmacogn. 19, 242-248. 
Silva, R., Lopes, N.P. and Silva, D.B., 2016. Application of MALDI Mass 
Spectrometry in Natural Products Analysis. Planta Med. 82, 671-689. 
SNIF, S.N.d.I.F., 2016. Os Biomas e Suas Florestas. Brasília. 
Solon, S., Lopes, L., Sousa Jr, P.T.d. and Schmeda-Hirschmann, G., 2000. Free 
radical scavenging activity of Lafoensia pacari. J. Ethnopharmacol. 72, 173-
178. 
Suffness, M. and Pezzuto, J.M., 1990. Assays related to cancer drug discovery. 
Methods in plant biochemistry: assays for bioactivity, Academic Press, 
London, pp. 71-133. 
Suganuma, M., Saha, A. and Fujiki, H., 2011. New cancer treatment strategy using 
combination of green tea catechins and anticancer drugs. Cancer Sci. 102, 
317-323. 
Sundström, C. and Nilsson, K., 1976. Establishment and characterization of a human 
histiocytic lymphoma cell line (U-937). Int. J. Cancer 17, 565-577. 
Sweetman, S.C., 2009. Martindale: The Complete Drug Reference. Pharmaceutical 
Press. 
Tamashiro Filho, P., Sikiru Olaitan, B., Tavares de Almeida, D.A., Lima, J.C.d.S., 
Marson-Ascêncio, P.G., Donizeti Ascêncio, S., Rios-Santos, F. and Martins, 
D.T.d.O., 2012. Evaluation of antiulcer activity and mechanism of action of 
methanol stem bark extract of Lafoensia pacari A. St.-Hil. (Lytraceae) in 
experimental animals. J. Ethnopharmacol. 144, 497-505. 
Tavares, I.M.d.C., Lago-Vanzela, E.S., Rebello, L.P.G., Ramos, A.M., Gómez-
Alonso, S., García-Romero, E., Da-Silva, R. and Hermosín-Gutiérrez, I., 
2016. Comprehensive study of the phenolic composition of the edible parts of 
jambolan fruit (Syzygium cumini (L.) Skeels). Food Res. Int. 82, 1-13. 
Tomás-Barberán, F.A., Espín, J.C. and García-Conesa, M.T., 2009. Bioavailability 
and metabolism of ellagic acid and ellagitannins. In: S. Quideau (Ed.), 
Chemistry and Biology of Ellagitannins: An underestimated class of bioactive 
plant polyphenols, World Scientific, Danvers, pp. 273-297. 
120 
 
Tompkins, W.A., Watrach, A.M., Schmale, J.D., Schultz, R.M. and Harris, J.A., 1974. 
Cultural and antigenic properties of newly established cell strains derived 
from adenocarcinomas of the human colon and rectum. J. Nat. Cancer Inst. 
52, 1101-1110. 
Uesato, S., Kitagawa, Y., Kamishimoto, M., Kumagai, A., Hori, H. and Nagasawa, H., 
2001. Inhibition of green tea catechins against the growth of cancerous 
human colon and hepatic epithelial cells. Cancer Lett. 170, 41-44. 
van Tonder, A., Joubert, A.M. and Cromarty, A.D., 2015. Limitations of the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) assay when 
compared to three commonly used cell enumeration assays. BMC Res. 
Notes 8, 47. 
Vlietinck, A.J., 1999. Screening methods for detection and evaluation of biological 
activities of plant preparations. In: L. Bohlin and J.G. Bruhn (Eds.), Bioassay 
Methods in Natural Product Research and Drug Development, Springer 
Netherlands, Dordrecht, pp. 37-52. 
Whitley, A.C., Stoner, G.D., Darby, M.V. and Walle, T., 2003. Intestinal epithelial cell 
accumulation of the cancer preventive polyphenol ellagic acid - extensive 
binding to protein and DNA. Biochem. Pharmacol. 66, 907-915. 
WHO, W.H.O., 1999. WHO monographs on selected medicinal plants. Geneva. 
Yang, C.S., Wang, H., Chen, J.X. and Zhang, J., 2014. Effects of tea catechins on 
cancer signaling pathways. Enzymes 36, 195-221. 
Yoshida, T., Amakura, Y. and Yoshimura, M., 2010. Structural features and biological 
properties of ellagitannins in some plant families of the order Myrtales. Int. J. 
Mol. Sci. 11, 79-106. 
Zhang, T., Chen, H.-S., Wang, L.-F., Bai, M.-H., Wang, Y.-C., Jiang, X.-F. and Liu, 
M., 2014. Ellagic acid exerts anti-proliferation effects via modulation of Tgf-







ANEXO A - Autorização do SISBIO 
 
